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Cada pessba, em sua existéncia, pode ter duas atitudes:
Construir ou Plantar. Os construtores podem demorar anos em
suas tarefas, mas um dia terminam aquilo que estavam fazendo.
Entdo param, e ficam limitados por suas prdprias paredes. A
vida perde sentido quando a constru¢do acaba. Os que plantam
sofrem com as tempestades, as estagOes e raramente descansam.
Mas, ao contrdrio de um edificio, o0 jardim jamais péara de
crescer e, a0 mesmo tempo em que exige a atengdo do
jardineiro, também permite que para ele, a vida seja uma grande

aventura.

Paulo Coelho
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RESUMO

O horménio T; classicamente atua através de ag@o nuclear, entretanto vias alternativas
de acdio deste hormonio sdo demonstradas em diversos tecidos. Estas ag¢les alternativas,
conhecidas como efeitos ndo-genémicos, estdo relacionadas a interagdo do T3 em sitios da
membrana plasmatica e caracterizadas pelo surgimento de respostas celulares rapidas. Em
células de Sertoli o hormdnio T; apresenta a¢Oes rapidas na membrana plasmatica,
estimulando o transporte do aminoacido neutro MeAIB-"*C e promovendo alteragdes no
potencial de membrana destas células. A relagdo entre estes eventos de membrana nio € clara,
porém, acredita-se que o efeito do T3 em sitios da membrana poderia sinalizar vias que levam
a ativagio de canais de K e/ou CI”, modulados por célcio, estimulando o co-transporte de
Na*-aminoacido (Silva et al., 2001). Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar os
mecanismos envolvidos na a¢do do T; na regulagdo do transporte do aminoicido modelo
MeAIB-"*C em testiculos de ratos imaturos, avaliando, com esta finalidade, o envolvimento
do ion célcio, e de canais de célcio, potassio e cloreto neste sistema de transporte. A agdo
estimulatoria do horménio T3 no transporte do aminoacido heutro MeAIB-"*C foi diminuida
pela deplegdo de calcio extracelular, pelo bloqueio de canais de calcio dependéntes da
voltagem e pela inibi¢o de canais de potassio sensiveis ao ATP. Estes resultados apontam
para o envolvimento de canais de potassio e viaé dependentes de calcio no transporte de
MeAIB-'*C estimulado por Ts. A partir destas evidéncias conclui-se que estas vias s&o
imprescindiveis para o efeito estimulatério do horménio T3 no transporte de MeAIB-'*C em
células de Sertoli. A deplecio de estoques intracelulares de calcio e o bloqueio de canais de
cloreto ndo alteraram o efeito estimulatério do Ts na captagio de MeAIB-'“C, o que sugere
que nem o Ca™ proveniente dos estoques intracelulares nem estas classes de canais de Cl”
estudadas, estdo diretamente envolvidos na regulagdo do transporte de aminoéacidos neutros

por Ts.
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ABSTRACT

The classical mechanism of action of T; is mediated by nuclear receptors. However,
other signal transduction pathways are demonstrated in many tissues. These alternative
pathways, known non-genomic effects, are characterized by the interaction of T; with the cell
membrane and by rapid responses. In Sertoli cells, T3 shows a direct membrane effect on [1-
14C] MeAIB accumulation as well as an immediate change in the cell membrane potential.
The relation between these membrane effects is unclear, however, it is possible that the
interaction of T3 with the plasma membrane could trigger signalling pathways which lead to
the activation of K* and/or CI" channels by intracellular Ca®*, thus modulating amino acid
accumulation (Silva et al., 2001). Therefore, the aim of the present work was to study the
~ involvement of Ca”* ion and Ca?", K* and CI currents on the stimulatory action of T3 on [1-
'“C] methylaminoisobutyric acid accumulation. This effect was decreased by chelating
extracellular calcium and by the blockade of voltage-dependent Ca®* channels and ATP-
dependent K* channels. These results point to the involvement of K*-channels and calcium-
dependent pathways on amino acid accumulation stimulated by T in Sertoli cell. Therefore,
we concluded that these pathways are essential to the stimulatory action of T3 on amino acid
uptake in Sertoli cell. This effect was not changed by the blockade of chloride channels or
when intracellular calcium was depleted, suggesting that this type of chloride channel and
cytosolic calcium and are not directly involved in the mechanism of action of T3 on amino

acid uptake in the testis.

xvii



1. INTRODUCAO

1.1. Estrutura Funcional dos Testiculos

O sistema reprodutor masculino é formado pelos testiculos, epididimos, ductos genitais

intra e extratesticulares, glandulas anexas e pénis.

Os testiculos podem ser funcional e anatomicamente divididos em duas partes: tecido
intersticial e tibulos seminiferos, responsaveis pela esteroidogénese (biossintese de esterdides

gonadais) e pela espermatogénese (produgdo de espermatozdides) respectivamente.

Os testiculos se desenvolvem dentro da cavidade abdominal e depois descem para o
escroto durante o desenvolvimento fetal. Envolvendo cada testiculo ha uma capsula fibrosa
espessa conhecida como tunica albuginea. Ao longo da borda posterior do testiculo, a tinica
albuginea projeta-se para o interior, formando 0'mediastino do testiculo, que serve de entrada

e saida para os duetos, nervos e vasos testiculares (Aires, 1999).

O tecido intersticial é composto de vasos sanguineos e linfaticos, inimeros macréfagos,
mastocitos € nervos do parénquima testicular. Neste tecido encontram-se também as células

de Leydig, por¢do endodcrina do testiculo, responsaveis pela secregio de testosterona (Fawcett,

1995).

Os tibulos seminiferos constituem a porgdo exdcrina do testiculo, cujo principal
produto de secre¢do sdo os eépermatoz()ides. Dentro dos testiculos, eles encontram-se
fortemente enrolados e empacotados, conferindo-lhes uma maior extensdao. Este epitélio ¢
constituido por uma populagdo de células com baixa taxa de proliferagdo, as células de
Sertoli, € uma populagdo proliferante que se diferencia, formada por células germinativas. Os
ttibulos seminiferos sdo revestidos por células peritubulares ou midides, que se encontram em

contato com a superficie basal das células de Sertoli (Skinner, 1991; Fawcett, 1995).

Durante o desenvolvimento, os tibulos seminiferos apresentam caracteristicas

histologicas especificas para cada uma das fases. No periodo fetal e impubere, os testiculos



sdo povoados por dois tipos celulares: células de suporte, precursoras das células de Sertoli do

adulto, e células germinativas primordiéis ou gonocitos (Courot & Kilgour, 1984).

No adulto, os tubulos seminiferos sdo formados pelas células de Sertoli, que fornecem
suporte estrutural, nutricional e regulatério para o desenvolvimento das células germinativas

(Aires, 1999).
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Figura 1.1: Diagrama esquemadtico dos componentes do sistema reprodutor masculino humano
(Fawcett, 1995).

1.1.1. Células de Sertoli

As células de Sertoli foram primeiramente descritas em 1865, pelo fisiologista italiano
ENRICO SERTOLI. Em testiculos de mamiferos, as células de Sertoli desempenham papel
fundamental no desenvolvimento e manutencdo da espermatogénese. Estas cé€lulas

compreendem o principal componente estrutural presente nos tibulos seminiferos.



As células de Sertoli proporcionam apoio mecénico, protecdo e nutricdo das células
germinativas em desenvolvimento. Desempenham, também, um papel ativo na liberag@o de

espermatozéides maduros (Fawcett, 1995).

Entre as inimeras fung¢des atribuidas as estas células estdo (Ross & Romrell, 1993):

A secre¢do de varias substincias estimuladoras e inibidoras que participam da
regulacdo da mitose, da meiose, das fungdes esteroidogénicas das células de Leydig e

da liberagdo de gonadotrofinas pela hipofise;

A secregiio de proteinas que se ligam aos androgénios e que servem para concentrar
testosterona no epitélio seminifero € na por¢do proximal do sistema de ductos

genitais.

1.1.1.1. Estrutura das células de Sertoli

As células de Sertoli sdo células cilindricas com prolongamentos laterais e apicais
complexos que circundam as células espermatogénicas adjacentes e preenchem os espacos
entre elas. Estas células conferem organizagio estrutural aos tibulos a medida que se
estendem por toda a espessura do epitélio seminifero. O nucleo da célula de Sertoli contém
cromatina finamente dispersa; geralmente é de forma ovéide ou triangular e pode apresentar
uma ou mais invaginagdes profundas. O citoplasma contém grande quantidade de reticulo
endoplasmatico agranular, algum reticulo endoplasmatico granular, numerosas mitocondrias,
um complexo de Golgi bem desenvolvido e um nimero variavel de microtibulos, lisossomas,

goticulas lipidicas, vesiculas, granulos de glicogénio.

A formag¢do da barreira hemato-testicular em ratos estd relacionada com o cessar da
proliferagdo das células de Sertoli e conseqlientemente com o aparecimento das jungdes
oclusivas, que se estabelece por volta da puberdade. O desenvolvimento gradual da barreira €
consistente com o padrdo de secre¢do de fluido, o qual aumenta subitamente em torno de 30
dias de idade, mas, somente alcanga os niveis adultos aos 40 dias de idade (Setchell &
Brooks, 1988).
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Figura 1.2: Estrutura das células de Sertoli (Fawcett, 1995).

1.1.1.2. Agdo hormonal de resposta rapida em células de Sertoli

A célula de Sertoli mostrou-se alvo para a a¢do de varios horménios como FSH,
testosterona, 3,5,3’-triitodo L-tironina (T3) , retinol e 14,25 (OH),vitaminaD; (Silva et al.,
2002). As fungdes das células de Sertoli sdo estritamente reguladas por estes hormonios,
assim como por fatores pardcrinos, fatores de crescimento e outros, além da regulagio
exercida pela hipdfise. Através destes sinais, as células de Sertoli sofrem diversas alteragbes €

controlam algumas atividades de outras células testiculares.



O mecanismo de agdo classico, através de via genémica, da testosterona, retinol, 14,25
(OH),vitaminaD3 e do T3 é amplamente descrito. Porém, recentemente, muitos autores tém
estudado os processos moleculares que envolvem as respostas rapidas (ndo-gendmicas)

geradas por horménios esterdides culminando no controle das células de Sertoli.

Algumas das a¢Bes ndo-gendmicas de esterdides envolvem o fluxo i6nico de varios ions
através da membrana (Silva et al., 2002). Estudos revelam a modulag@o por esteréides na
atividade de canais de céalcio na membrana de diferentes células como osteoblastos (Zanello &
Norman, 1997), células musculares (Ruehlmann et al., 1998) e glandulares (Loechner et al.,
1999) assim como em canais de K', Na’, e CI' (Zanello & Norman, 1997; Twyman &
| MacDonald, 1992; Barann et al., 1999; Valverde et al.,, 1999; Rabe & Fromter, 2000).
Recentes pesquisas identificaram a presenca de canais de célcio dependentes da voltagem na

membrana celular em cultura primaria de células de Sertoli (Lalevée et al.,1997).

Modelos de estudos eletrofisioldgicos e de captagdo de aminoacidos tém contribuido
para a elucida¢do dos mecanismos de agdes rapidas de varios horménios na membrana
plasmatica de células de Sertoli, visto que estes modelos sdo caracterizados por serem eventos

ocorridos essencialmente na membrana plasmatica.

A testosterona e compostos androgénicos relacionados promovem um aumento. rapido e
transitorio, nos niveis de célcio intracelular quando aplicada exogenamente, em células de
Sertoli. Este aumento rapido né concentragdo de calcio foi inibido pela adig¢do de verapamil,
um bloqueador de canais de célcio dependentes da voltagem (Lyng et al., 2000). Este
horménio produz também acdio estimulatoria na captagdo de Ca™ em células de Sertoli
isoladas de testiculos em varios estdgios de maturagdo. Leite e colaboradores (1999)
demonstraram, também que a testosterona promove uma despolarizagdo imediata (<lIs),
tfansitéria e dependente da dose em células de Sertoli em ratos puberes e pré-puberes. Este
efeito demonstra uma alta especificidade da testosterona pbr sitios da membrana plasmatica
em células de Sertoli, através de um efeito rapido, ndo-genémico, provavelmente envolvendo

canais de Ca" dependentes da voltagem e o fechamento de canais de K* sensiveis ao ATP. -

Assim como a testosterona, o FSH também estimula a captagio de *Ca*™ em cultura de
células de Sertoli de ratos imaturos (Grasso & Reichert, 1989). Esta entrada de célcio parece
ser mediada por receptores, num processo que envolve canais de calcio dependentes e

independentes da voltagem.



O FSH estimula o aumento do transporte do aminoacido modelo MeAIB-'*C em células
de Sertoli (Irusta & Wassermann, 1972) e esta ago ndo envolve AMPc diretamente (Péréz—
Sanches & Wassermann,1981). Este transporte ocorre através do sistema “A”, € dependentev
de sodio e energia, e independe da sintese protéica (Bernard & Wassermann, 1982; Spritzer &
Wassermann, 1985). Estudos posteriores revelaram que verapamil, cobalto, quinina, € niquel
produziram um decréscimo dependente da dose na captagdo de aminoédcido mediado pelo
FSH, apontando, assim, para o envolvimento de canais de calcio dependentes da voltagem,
particularmente canais tipo “T”, e canais de K" sensiveis a0 ATP (Wassermann & Loss, 1989;

Wassermann et al., 1992a).

Evidéncias de resposta rapida promovida pelo retinol em células de Sertoli foram
demonstradas por Wassermann em 1993. Nestas células, o retinol aumentou o transporte de
MeAIB-'*C. Esta captagio ocorreu pelo sistema “A” de transporte e foi inibido pelo cobalto e
niquel, sugerindo o envolvimento de canais de célcio dependentes da voltagem (Silva et al.,,
1995). Além disso, um rapido efeito do retinol na membrana plasmética foi demonstrado em

estudos envolvendo a captagio de calcio em células de Sertoli (Wassermann et al., 1995).

Estudos eletrofisiologicos mostraram que o retinol causa uma resposta imediata e
oscilatéria no potencial de membrana e induz uma redug@io na resisténcia das células de
Sertoli (Loss et al., 1998). Estas mudangas no potencial de membrana, provavelmente estdo
associadas a agio estimulatéria deste horménio na captagdo de aminoacidos e de calcio

(Wassermann et al., 1995; Loss et al., 1998).

A descoberta de receptores funcionais de T3 em células de Sertoli de testiculos pré-
puberes, torna esta célula um importante alvo para agdo do T3 durante o desenvolvimento

testicular (Palmero, et al., 1995).

O T; influencia a esteroideogénese € a gametogénese, afeta a proliferagio de células de
Sertoli e a formag&o tubular em testiculos de ratos; estimula o transporte de glicose, aumenta
a produgio de gama-glutamil transpeptidase, proteina ligadora de andrégeno (ABP) € fator-I
de crescimento insulina-like (IGF-I); inibe a atividade da aromatase e afeta o metabolismo da
testosterona em células de Sertoli (Cooke & Meisami, 1991). Os efeitos bioquimicos do T;
“in vivo” e “in vitro” demonstram que a célula de Sertoli € o principal alvo de agdo dos

hormoénios tireoideos no testiculo (Silva et al., 2002).



Como demonstrado para o FSH, testosterona e retinol, o T3 também apresenta efeitos
ripidos na membrana plasmatica de celulas de Sertoli. Diversos estudos apohtam para um
efeito do Ts independente da sintese protéica e/ou dependente de alteragdes do fluxo i6nico
em varios tecidos ( Adamson & Ingbar, 1967; Goldfme et al., 1975; Segal & Gordon, 197 5;.
Segal, 1990). Semelhantemente ao FSH, testosterona e retinol, estudos eletrofisioldgicos e de
captagdo de aminoacidos tém contribuido para a elucidagdo do mecanismo de agdo ndo-
gendmica do T; na membrana de células de Sertoli. Silva e colaboradores (2001)
demonstraram um efeito estimulatério do T3 no transporte do aminoacido nao-metabolizavel
MeAIB-"*C em células de Sertoli de ratos imaturos. Estudos eletrofisiolégicos mostraram,
também, que este hormodnio produz uma hiperpolarizagdo imediata e transitéria na membrana
plasmaticas destas células. Os autores sugerem uma integracdo entre estes dois eventos de
membrana, porém os mecanismos que envolvem estes efeitos e as agdes do horménio T3 na
membrana plasmatica destas células ndo foram elucidados, e, portanto, sdo importantes alvos

de novas pesquisas.

1.2. Mecanismo de A¢cido Hormonal

Os hormonios sdo substancias secretadas em pequenas quantidades no organismo que
atuam como mensageiros quimicos exercendo efeitos especificos na atividade bioquimica

e/ou fisiologica em células alvo.

Os hormoénios podem ser classificados em dois grandes grupos:

Os peptidicos e derivados que incluem os horménios protéicos, fatores de
crescimentos, neurotransmissores € as catecolaminas (ndo-peptidicas) que devido
suas caracteristicas hidrofilicas, exercem agdes via ligacdo em receptores localizados

na membrana celular;

Os compostos esterdides que incluem a'l,é25(OH)2vitaminaD3 e os hormdnios
esteréides gonadais e adrenais. Os horménios tireoideos e o retinol, também estdo
incluidos nesta classe. Por serem lipofilicos, os hormdnios pertencentes a este grupo
difundem-se pela membrana plasmatica exercendo agdes classicas via receptores

intracelulares (Felig et al., 1995).



1.2.1. Mecanismos de A¢do de Hormonios Esteroides

1.2.1.1. Mecanismo de a¢do hormonal gendmico

Os horménios esterdides classicamente modulam a transcrigdo génica por interagirem

com receptores intracelulares que atuam como fatores transcricionais.

Embora apresentem diferengas quimicas na molécula, os receptores de esterdides, do
retinol, da 1,25(OH),vitamina D; e do T3 apresentam homologia estrutural, e por isso, sdo
caracterizados como i'eceptores nucleares pertencentes a uma superfamilia denominada de
receptores de esterdides. Estes receptores sdo organizados estruturalmente em trés dominios:
1) uma regido NH,-terminal variavel, que pode apresentar efeitos modulatérios na
transativagdo génica; 2) um dominio central rico em cisteina (esta regido pode ser responsavel

pela ligagio ao DNA); 3) um dominio COOH-terminal, que € o sitio de ligagdo hormonal.

Dominio central

~ de ligagdo ao DNA

NH2 - . -COOH

Figura 1.3: Estrutura geral de receptores de esteroides
(Adaptado de Falkestein et al., 2000a).

Os hormonios esterdides sdo moléculas lipofilicas que entram na célula alvo por difusdo
simples, embora o principio deste transporte €, ainda, alvo de pesquisas. Chen e Farese
(1999), sugeriram que a entrada de hormoénios esteréides na célula pode ser mediada por

proteinas carreadoras presentes na superficie celular.

No interior das células alvo, os receptores de esterdides apresentam-se associados a
proteinas (proteinas ‘“heat-shock™) que modulam a ativag@o/inativagdo destes receptores.
Quando associados a estas proteinas os receptores permanecem inativados e, portantb,
incapazes de gerar respostas bioldgicas. A ligagdo do horménio ao receptor intracelular
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especifico promove a dissociag@o destas proteinas moduladoras, produzindo, assim, mudangas
alostéricas no receptor. Esta transformagdo € associada ao aumento da afinidade do receptor

ao sitio no DNA.

Apesar da maioria dos receptores de esterdides estarem localizados no nucleo, alguns
podem ser encontrados no citosol das células. Estes receptores citosélicos quando associados

ao ligante, translocam-se até o nucleo onde se ligardo ao DNA.

Apb6s a ligagdo do complexo receptor-ligante ao sitio especifico do DNA a transcrigio €
entdo ativada ou inibida, gerando efeitos conhecidos como efeitos genémicos. Estes efeitos

dardo inicio as respostas bioldgicas promovidas pela agdo do hormdnio na célula alvo.

A, __ Homénio , ' .
Proteina —c 4 -:---m 4.esterouzie livie + 9 Céllaalvo  Nucleo
plasmdtica : R
transportadora

< __Receptor|
\, huclear

ligada ao hormbnio

Proteina
"Heat schock"

Receptor .- V
citoplasmatico

Translocag3o
do complexo
receptor-horménio

Atwadb

I AR ¢ ")z~ ~RNAM
/. Resposta \¢ [ Nova proteina 4 -Translag3o

. Yo 5
k . Ftapa? s ‘ j

Figura 1.4: Modelo de agdo hormonal genémica (Norman & Litwack, 1997).
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1.2.1.2. Mecanismo de agdo hormonal ndo-gendmico

Nas tultimas duas décadas; o mecanismo de agdo ndo-gendmico de hormdnios esterdides

tem recebido grande atengdo. Varias evidéncias apontam para o surgimento de efeitos rapidos:

1)  certos efeitos mediados por horménios esterdides sdo tao rapidos (segundos a minutos)

que ndo podem ser atribuidos a agdes gendmicas (> 30 minutos);

2) estes efeitos ocorrem mesmo quando o hormonio estd impossibilitado de entrar na

célula (associado a proteinas carreadoras);
3) estes efeitos rapidos ndo sdo bloqueados por inibidores de sintese proteica;

4) muitos hormdnios esteréides exibem atividade biolégica, mesmo quando apresentam
pequena ou nenhuma afinidade por receptores esteroidais intracelulares classicos (Silva

et al., 2002).

Estudos mostram uma diversidade de mecanismos que envolvem as agdes répidas de
horménios esterdides, sugerindo que estes mecanismos ndo sio uniformes. Nestes sentido,
Falkenstein e colaboradores (2000) propuseram uma classificagdo para o mecanismo de ag@do
rapida mediado por esterdides. O esquema que mostra esta classificagdo esté apresentado na

figura 1.5.

A descoberta destas ac¢les rapidas mediadas por horménios esterdides sugere que a
sintese de macromoléculas como resultado da a¢do gendmica deve ser precedida por
mudangas no ambiente celular. Estas mudancas podem incluir alteragdes no fluxo i6nico,
através da abertura e fechamento de canais iOnicos, geragdo de segundos mensageiros,
importagdo de aglcares e aminoacidos e fosforilagdo de enzimas chaves e fatores
transcricionais, todas geradas pela agdo do horménio na membrana plasmatica (Chen &

Farese, 1999).

Apesar das evidéncias que hormdnios esteréides produzem inumeras respostas
biolégicas mediadas por agdes ndo-gendmicas na célula alvo, muitos aspectos que envolvem
este mecanismo ainda requerem intensas pesquisas. Embora as vias que sinalizam efeitos
rapidos (ndo-gendmicos) sdo freqiientemente similares, os mecanismos que envolvem estas

* agOes ndo sdo uniformes. Além disso, algumas respostas parecem ser restritas a determinados
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tecidos ou organismos e desta forma, a¢Ges ndo-gendmicas produzidas por hormoénios
esterdides parecem depender do tipo de horménio, célula, tecido ou espécie (Falkenstein et

al., 2000a).

A. Direto B. Indireto

(hormoénio age sozinho, como Unico agonista) (hormonio precisa de um co-ligante)

I. Nao-especifico
A (sem o envolvimento de receptores) 4—]

1. Especifico
(receptores esterbides envolvidos)

p a. receptor nuclear classico de esterdides <
(pertencentes a superfamilia)

Ly b. receptor de esteroides nao-cliss co P—

Figura 1.5: Classificagdo dos mecanismos de agbes ndo-genémicos de esteréides
(Falkestein et al., 2000b).

11



1.3. Horménio 3-5-3’-Triiodo-L-Tironina (T3)

1.3.1. Considerac¢Ges Gerais Sobre o T3

O horménio.3,5,3’-triiodo-L-tironina (T3) € sintetizado pela glandula tiredide a partir da
tirosina e iodeto por um complexo enzimatico e é considerado o principal horménio tireoideo
ativo. Este horménio é responsavel pela modulagio de varios processos metabdlicos em

diversos tecidos de mamiferos.

A régulag:éo do metabolismo basal é uma das principais agdes globais promovidas pelo
T;. O aumento do consumo de oxigénio e da producdo de calor pelo T3 € observada em quase
todos os tecidos. A utilizagdo de oxigénio e a producdo de CO, sdo estimulados por
mecanismos que incluem aumento do tamanho e do numero de mitocondrias, da atividade de
Na'-K*-ATPase, dos ritmos de oxidacfio e de sintese de glicose e 4cidos graxos. A maior
utiliza¢do de oxigénio depende, também, do maior fornecimento de substratos necessérios
para a oxidagdo. O T3 aumenta o fornecimento destes substratos, acelerando a absor¢do de
glicose do trato gastrintestinal ¢ aumentando a mobilizagdo de glicose, proteinas e lipideos.
Outras agdes importantes deste hormoénio. consistem em aumentar a freqiiéncia e o débito
cardiaco, sendo que estas a¢des ajudam a atender a demanda tecidual de oxigénio. Efeitos
sobre o sistema nervoso central e esqueleto s3o cruciais para o crescimento e desenvolvimento
normal, sendo que na auséncia do horménio, o desenvolvimento cerebral é retardado, a
estatura é baixa e os ossos ndo amadurecem (Segal, 1989). Os efeitos corporais globais

produzidos pelo horménio T3 sdo demonstrados na figura 1.6.

Classicamente, o horménio T3 exerce agdes através da ligacdo a receptores nucleares
promovendo, assim, indugdo ou repressdo da expressio génica (agdes gendmicas). Isto

acarreta aumentos ou redugdes da sintese de proteinas estruturais e funcionais.

Além dos receptores nucleares, foram identificados locais de fixag@io deste horménio em
ribossomos, mitocéndrias e membrana plasmatica. A fixagao do Ts a esses locais pode mediar
eventos pés ou pré-transcricionais. Esses mecanismos podem explicar algumas agdes deste
hormoénio que atualmente ndo podem ser atribuidas 8 modulagdo da expressdo génica (Segal,

1989; Wrutniak, et al., 1998; Wrutniak, et al.,2001; Silva et al., 2001).
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Efeitos intracelulares

Citoplasma
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RNAm
Proteinas para
o crescimerto e
a maturagao

Na+, K+ - ATPase  Mitocondrias, enzimas respiratérias Outras enzimas, proteinas
Consumo de O, -.—; Metabolismo basal

0, Substratos

coz e

Débito cardiaco Ingestdo de alimentos Ventilagdo
Ventilagao Mobilizagéo de carboidratos, Uréia Sudorese, perda
proteinas, gorduras enddgenas Fungao renal imperceptivel de
agua
Efeitos corporais globais Massa muscular

Tecido adiposo

. Figura 1.6: Esquema global dos efeitos do horménio Ts. A parte superior representa as agoes
intracelulares que resultam da fixa¢do do T; no receptor nuclear, que esta sendo acoplado aos
elementos reguladores tireoideos nas moléculas-alvo de DNA. A parte inferior cataloga os diversos
efeitos corporais totais do T; que tornam possivel o maior consumo de oxigénio e permitem a
eliminagdo do excesso de CO,, do calor e dos produtos metabdlicos (Berne & Levy, 1991).

1.3.2. A¢do do Hormodnio T3 na Membrana Plasmatica

A agdo deste horménio a nivel nuclear, envolvendo modulagdo, expressio de genes e
sintese protéica, ¢ bem evidente. Porém, os hormdnios tireoideos sdo capazes, também, de
produzir respostas bioldgicas por vias ndo-gendmicas e assim gerar uma variedade de efeitos

rapidos.
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~ Intimeras pesquisaé indicam que o T3 afeta diretamente diversas fun¢des metabdlicas
através de a¢gdo na membrana plasmatica. Estes efeitos sdo independentes da sintese protéica e
s3o relacionados a mudangas do fluxo celular de ions e substratos. Demonstrou-se que o T;
promove um rapido aumento, através da membrana, do fluxo de fosfato, sédio, potassio e

cloreto (Segal, 1989).

Efeitos promovidos por T; na membrana plasmatica sd3o descritos em varios tecidos.
Receptores deste horménio foram identificados em figado de ratos, timécitos, placenta
humana, sendo que estes sitios de ligagio apresentam propriedades farmacolégicas
consistentes com os efeitos ndo-gendmicos promovidos por este hormdnio (Falkenstein et al.,
2000a). Informagées adicionais para a a¢do deste hormonio na membrana plasmatica surgiram
com a demonstragdo de que o T3 produz um aumento dependente da dose na atividade da

calcio-ATPase e na captagdo da 2-deoxi-Glicose (Segal, 1989).

Em midcitos de ratos o T3 aumenta o calcio intracelular ([Ca™'];) em poucos minutos.
Efeitos similares deste horménio envolvendo o transporte de Ca”™ na membrana ou o [Ca*™];
foram mostrados em células hepaticas de ratos e hemacias (Falkestein, 2000a). Desta forma, a
a¢do do horménio tireoideo na membrana plasmatica parece ser o passo inicial na promogdo

de muitas fungGes metabdlicas promovidas pelo Ts.
1.4. Transporte de Aminoacidos Através da Membrana Plasmatica

1.4.1. Principios dos Transportes de Membrana

A membrana plasmaética constitui uma importante estrutura celular que separa OS
ambientes intra e extracelular. A permeabilidade seletiva é uma importante caracteristica da
membrana celular, permiﬁndo o transporte de substancias para dentro e fora da célula. A
passagem de agua e outras pequenas moléculas polares, bem como moléculas apolares através
da membrana, ocorre por simples difusdo. No entanto, a passagem da maior parté das
moléculas polarés, como ions, agucares, aminoacidos, nucleotideos e varios metabdlitos
celulares, requer a presenga de proteinas especiais de membrana, chamadas de proteinas

transportadoras. Estas proteinas estdo presentes de varias formas e em todos os tipos de
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membrana celulares e podem ser agrupadas em trés grandes classes: proteinas ATPases

(bombas), proteinas carreadoras e proteinas de canal (Figura 1.7).

As proteinas ATPases funcionam como bombas que movimentam ativamente solutos
especificos contra um gradiente eletroquimico, para dentro ou para fora da célula. Este tipo de
transporte é conhecido como transporte ativo, onde a atividade de bombeamento da proteina
transportadora ¢ ligada firmemente a uma fonte de energia. O principal sistema de transporte
ativo em muitas células animais é a bomba que retira sédio e simultaneamente acumula
potassio no interior da célula. A proteina que constitui essa estrutura celular é chamada Na" -
K'-ATPase e a energia para a produgfio do transporte é proveniente da hidrélise do ATP a

ADP e Pi.

As proteinas carreadoras (também chamadas de carregadoras, permeases ou
transportadoras), ligam-se ao soluto especifico a ser transportado e sofrem uma série de’
mudangas conformacionais para transferir o soluto ligado através da membrana. Estas
proteinas carreadoras podem ser classificadas em: uniportes, simportes e antiportes. As
uniportes transportam, a favor de um gradiente de concentrag@o, apenas um soluto por vez. J&
as outras proteinas funcionam como transportadoras acopladas, onde a transferéncia de um
soluto de um lado.para outro depende da transferéncia seqiiencial ou simultdnea de um
segundo soluto, seja na mesma direcdo (simportes) ou na dire¢iio contraria (antiportes)

(Lodish et al., 1998).

As proteinas de canal funcionam como poros hidrofilicos que atravessam a camada
bilipidica, e quando estes poros estdo abertos, permitem a passagem de solutos especificos
(normalmente ions inorginicos de tamanho e carga adequada). Porém, estes canais

apresentam seletividade i6nica, permitindo a passagem apenas de determinados ions.

A abertura e fechamento destes canais sdo finamente regulados pela célula. Os
principais estimulos conhecidos para a abertura destes canais s@o alteragdes de voltagem
através da membrana (canais dependentes da voltagem); estimulos mecanicos (canais

mecanico sensitivos) e ligagdo de uma molécula sinalizadora (canais dependentes de ligantes).

Todas as proteinas de canal e muitas proteinas carreadoras permitem a passagem dos
solutos através da membrana passivamente, € este processo ¢ chamado de difusdo facilitada.

Se a molécula a ser transportada ndo tem carga, ¢ somente a diferenga de concentragio dos
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dois lados da membrana (gradiente de concentragdo) que impulsiona o transporte e determina
a diregdo. Se o soluto ¢ carregado eletricamente, tanto o gradiente de concentragdo como a
diferenga de potencial elétrico através da membrana (o potencial de membrana), influenciardo

o transporte (Lodish, et al., 1998).

Todas as membranas plasmaticas apresentam uma diferenga de potencial elétrico
(gradiente de voltagem), sendo que o interior € negativo comparado com o lado externo. Esse
potencial favorece a entrada de ions carregados positivamente e se opde & entrada de ions

carregados negativamente.

A)
Exterior

Piaeee—

Citosol

Proteina de canal Proteina carreadora
ATP ADP + P,

Proteina ATPase

L2 - -
Uniporte Simporte Antiporte
Figura 1.7: Diagrama esquemadtico ilustrando as proteinas transportadoras na membrana

plasmatica. (4) Os trés maiores grupos de proteinas transportadoras: proteina ATPase, proteina de
canal, proteina carreadora. (B) Os trés grupos de proteinas carreadoras: uniporte, simporte e
antiporte (Lodish et al., 1998).
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1.4.2. Considerag¢Ges Gerais do Transporte de Aminoacidos

O transporte de aminoacidos através da membrana ¢ certamente um evento fundamental
para a sintese protéica, para o metabolismo energético e para o crescimento celular.
Alteragbes nas atividades deste transporte podem ter influéncia na performance do ciclo
celular, no controle do crescimento celular e do desenvolvimento de tecidos, no

envelhecimento celular e em progressGes neoplasicas (Guidotti et al., 1978).

Porém, o processo molecular deste transporte, ndo se limita apenas a seqiiéncia ligagao-
translocagdo-dissossiagdo entre o substrato e a proteina transportadora, e inclui mecanismos
regulatdrios que continuamente se adaptam a eficiéncia do transporte. Se uma regulagédo
rigorosa do transporte de aminoécidos for critica para uma fungéo celular definida, qualquer
entendimento dessa interagdo requer informagdes sobre 0 mecanismo de controle que afeta o

sistema especifico de transporte envolvido (Guidotti et al., 1974).

Os niveis intracelulares da maioria dos aminoacidos sdo regulados de forma a

ajustarem-se as necessidades nutricionais da célula.

A maioria dos aminoécidos é transportada ativamente para o interior da célula chegando
a atingir concentra¢des de 2 a 20 vezes maiores que no meio extracelular. O transporte de
aminoacidos esta ligado ao gradiente eletroquimico de sédio, estabelecido pelo fransporte
ativo para fora das células, o que proporciona a energia para o transporte ativo do soluto
organico. Assim, a molécula transportadora de aminoacidos também possui um sitio de
ligagdo para o sédio. A interagdo do ion com a molécula carreadora, aumenta a afinidade do
sitio para o aminoacido. Uma vez que a concentragio de sodio intracelular é baixa, a
possibilidade de interagio com a molécula carreadora, no interior da célula é reduzida. Assim
o gradiente de s6dio através da membrana conduz a uma simetria nas afinidades do carreador

do aminoacido para o interior da célula (Guidotti et al., 1974).

Além do Na', a influéncia de vérios outros fons como K*, H, Li" e CI', no transporte de
aminoacidos, foi avaliada. O gradiente i6nico ¢ um fator importante no movimento
energizado de aminoécidos através da membrana plasmatica. Desta forma, estes ions podem
funcionar como co-substratos e estimular a captagio de aminoacidos, promover a
desestabilizagdo das proteinas transportadoras, ou entdo, alterar a permeabilidade da

membrana a substratos especificos € assim diminuir o transporte (Lerner, 1985).
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O ion CI" mostrou estimular o transporte de alguns aminoacidos neutros em hemacias
humanas. Os efeitos do CI” no transporte pode envolver alteragdes no potencial de membrana

da célula devido a rapida difusdo deste dnion através da membrana (Lemer, 1985).

1.4.3. Sistemas de Transporte de Aminoacidos

O transporte de aminoacidos na membrana € efetuado através de sistemas de transporte
que apresentam propriedades especificas, incluindo diferente reatividade aos substratos,
dependéricia de ions e de energia, sensibilidade ao pH e inibidores metabolicos, capacidade de

trocas por difusdo e comportamento cinético definido.

Sdo trés os principais sistemas de transportes de aminoécidos néut_ros: Sistemas “A”,

“ASC” e “L”‘

Estes sistemas sdo estereoespecificos, transportando L-aminoécidos mais rapidamente
que D-amino4cidos. Além disto, eles apresentam uma especificidade com o substrato bem
menor quando comparado com a maioria das enzimas e, portanto, varios aminoacidos
diferentes podem ser transportados por um sistema de transpofte e em geral sistemas de
transportes diferentes, com especificidades superpostas podem ocorrer na mesma membrana

celular McGivan & Pastor-Anglada, 1994).

Os sistemas de transportes podem ser diferenciados em duas categorias, aqueles que
catalisam o uniporte de aminoé4cidos e aqueles que catalisam o simporte eletrogénico (Na'-
aminoacido). Em 1955, Christensen desenvolveu aminoacidos analogos aos aminoacidos
naturais, com as caracteristicas importantes de ndo serem metabolizados por células

eucaridticas e terem a entrada restrita a possivelmente apenas um sistema de transporte.

O écido a-aminoisobutirico (a-AIB ou AIB) é um substrato modelo para o sistema “A”,
mas, sua captacdo pode ocorrer por multiplos sistemas de transportes em varios tipos
celulares, ndo devendo ser identificado somente como substrato para o sistema “A” (Le Cam
& Freychet, 1977; Kilberg et al.,1979; Bass et al., 1981; Shotwell et al., 1981). Ja o analogo
acido 4-metilaminoisobutirico (a-MeAIB ou MeAIB) ¢ um substrato especifico para o
sistema “A” e desta forma é freqientemente usado como marcador para o estudo dos

mecanismos que envolvem o transporte de aminoacidos através deste sistema.
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1.4.3.1. Sistema “A” de transporte de aminoacidos

O sistema “A” (alanina) é amplamente distribuido em todos os tipos celulares nos
mamiferos. E caracterizado, entre outros fatores, por ser dependente de Na' e energia,
sensivel a variagdes de pH, diminuindo a atividade quando o pH extracelular diminui e
sensivel a inibidores metabolicos. A captacdo de aminoacidos pelo sistema A ¢ dirigida pelo
gradiente eletroquimico de sédio (Norman & Mann, 1988). A remoggo deste ion do meio
extracelular gera um decréscimo deste tipo de transporte (Bikhazi et al., 1985). O movimento
de sodio para o interior da célula como co-substrato ocorre em resposta a um potencial de
membrana negativo. Por este motivo este sistéma ¢ caracterizado por ser. dependente, também,
do funcionamento normal da bomba Na'-K'-ATPase. O funcionamento deficiente da bomba
resulta em aumento da concentragdo de sédio intracélular. Isto reduz o gradiente de Na™ no
qual esté acoplado o transporte de aminoacidos (Lerner, 1985). A ag¢@o de um potente inibidor
da bomba Na'-K"-ATPase, o glicosideo cardiaco ouabaina, produz em adrenal bovina, uma
forte queda no transporte basal de aminoacidos e uma inibig#o total da agdo estimulatéria da
insulina (Wassermann et al., 1994). Também em testiculos de ratos imaturos, a ouabaina inibe

sensivelmente o transporte de MeAIB-'*C estimulado por retinol (Wassermann, et al., 1993).

O sistema “A” é eletrogénico e responsivo ao potencial de membrana. Uma alteragdo

sobre o potencial de membrana pode alterar a cinética do transportador (Geck & Heinz,1976).

Este sistema apresenta uma ampla reatividade entre os aminoacidos com cadeias laterais
curtas, polares ou lineares como alanina, glicina € o analogo ndo metabolizavel acido 2-
aminoisdbutirico (AIB) e seu derivado N-metilado, 4cido 2-metilaminoisobutirico (MeAIB)
(Shotwell et al., 1983). A tolerincia a um grupo N-metilado nos substratos é uma propriedade
importante que o diferencia dos sistemas “ASC” e “L” (Guidotti et al., 1978). A atividade
deste sistema de transporte é modulada por diferentes fatores como: hormoénios, fatores de

crescimento, restri¢do alimentar e estresse hiperosmoético (McGivan, 1996).

A regulag@o do transporte de aminodcidos mediada por hormdnios foi investigada em
uma variedade de tecidos. Véarios hormdnios mostraram participar da modulagdo deste
transporte, sendo que para a maioria dos horménios investigados a regulacdo realiza-se

através do sistema “A”.
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Na regulagdo rapida podemos citar os efeitos do FSH (Wassermann et al., 1992a; Silva
& Wassermann, 1999), retinol (Wassermann, et al., 1993), isoproterenol (Wassermann et al.,
1996) e T; (Silva et al., 2001) em estimular o transporte de aminoacidos por um mecanismo

de rapida resposta, independente da sintese de proteinas.

A regulagdo lenta (de longo prazo) caracteriza-se pelo envolvimento da transcrigdo
génica, da sintese e da glicosilagdo de proteinas. O hormdnio insulina, entre outros, aumenta a
atividade do transporte através do aumento do numero de transportadores (Edmondson &
Lumeng, 1980). Porém, os efeitos hormonais na captagdo de aminoacidos representam
processos moleculares que diferem quanto 4 natureza do horménio, o mecanismo de agfo

envolvido, os sitios de agdo e os tipos celulares.

1.5. Calcio

1.5.1. Calcio Celular (Ca™)

O Ca"™ é essencial para o crescimento e sobrevivéncia celular e tém grande participagio
na regulacdo de muitos processos celulares. Este ion atua como um importante segundo

mensageiro na transdugio de sinais intracelulares.

Diferentemente de muitos outros segundos mensageiros, o célcio ¢ indispensavel a vida,
ainda que niveis intracelulares deste-ion, aumentados por longo tempo, possam ocasionar
morte celular (Clapham, 1995). Por isso, € essencial que os niveis intracelulares deste

elemento sejam mantidos sob estrito controle (Davila,1999).

Os niveis intracelulares de célcio (~ 100 nM) sdo até 20.000 vezes menores que 0s
niveis de célcio extracelular (2 mM). A manutengdo deste gradiente depende de diversos
fatores relacionados com a movimentagdo do ion na membrana plasmatica e na membrana de

~ ++ ~ , . . ’
organelas que sdo capazes de armazenar o Ca . A concentragdo de calcio intracelular é

controlada pela captagdo e liberacdo através de trés sistemas de membranas: plasmatica,
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mitocondrial e do reticulo endoplasmatico. Cada uma destas membranas possui distintos

mecanismos, que atuam modulando a concentragio de Ca"" intracelular (Khanna et al., 1988).

Para manter a homeostasia do calcio através da redugdo dos niveis citoplasmaticos, as
membranas plasmaticas e de organelas dispdem de um sistema regulatério que bombeia o

calcio para fora do citoplasma. -

Na membrana plasmatica existem pelo menos dois tipbs de mecanismos dependentes de
energia que bombeiam o calcio para fora da célula. O primeiro é o sistema de troca de Na'-
Ca'™, que utiliza o gradiente de Na" através da membrana (mantido pela atividade da bomba
de Na") para dirigir o efluxo de célcio, apresentando uma estequiometria de 3 Na™ para 2
Ca"". Este sistema opera com alta capacidade € baixa afinidade, sendo importante parar dirigir
grandes quantidades de célcio para fora da célula. O segundo sistema € a bomba Ca™" —
ATPase que é caracterizado por ter baixa capacidade e alta afinidade. Este sistema € relevante
na manutenc¢do da homeostasia do célcio intracelular. Esta bomba de calcio ¢ regulada por
diversos fatores e ¢ a principal responsavel pela manutengio da baixa [Ca’™];. O aumento da
concentragdo citoplasmatica de Ca'™ leva a0 aumento da atividade da bomba com gasto de
energia. Esta atividade é modulada principalmente através da ativagdo, pelo célcio, da

calmodulina (Petersen et al., 1994).

No reticulo endoplasmatico a entrada de célcio € feita, também, através de uma bomba
Ca'™- ATPase. Ja a liberagdio do calcio do reticulo é feita principalmente através de canais de

calcio induzidos por inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Clapham, 1995).

A mitocdndria tem um papel secundério na homeostasia do célcio celular. Sua -fungéo se
restringe a um depésito apenas em momentos de excessiva captagdo deste ion pela célula. O
movimento do célcio se faz através de um uniporte dirigido por um gradiente eletroquimico

na membrana.

1.5.2. Ca*™ como Sinal Intracelular

‘O calcio ¢ um dos mais importantes sinalizadores intracelulares, mediando respostas a
estimulos promovidos por horménios ou neurotransmissores. Porém, esta transdug@o de sinais

mediada pelo célcio, requer um aumento da concentrago citoplasmatica deste ion. Duas vias
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principais sdo responsaveis pelo aumento intracelular de Ca : 1) o influxo de célcio
extracelular através da membrana plasmatica, via abertura de canais; 2) a liberagdo de célcio

de reservatdrios intracelulares, como o reticulo endoplasmatico (Clapham,1995).

A liberag3o de calcio de estoques intracelulares ¢ mediada, principalmente, pelo inositol
1,4,5- trifosfato (IP3). Este sinalizador € produzido através da hidrolise de fosfolipideos de
membrana catalisada pela fosfolipase C. Duas classes de receptores estdo envolvidas nestes
mecanismos: Receptor acoplado a proteina G e receptor tirosina quinase. Estes receptores,
quando ativados por ligantes, ativam fosfolipases C que convertem fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato em IP; e diacilglicerol. O IP; atua em receptores de membrana no reticulo

endoplasmatico sinalizando a liberagdo de calcio destes estoques (Clapham,1995).

O influxo de célcio extracelular através de canais localizados na membrana plasmatica,
também contribui para elevagio do [Ca'™"];. Em células no excitaveis, uma hiperpolarizagdo
da membrana plasmatica (através da abertura de canais de K) torna o potencial elétrico da
célula mais negativo e conseqiientemente aumenta a velocidade de entrada do Ca"™" a favor de
um gradiente eletroquimico. Em células excitiveis, a presenga de canais de calcio
dependentes da voltagem, permite o aumento dos niveis citosdlicos de calcio muito mais
rapidamente. Nestas células, uma despolarizagdo de membrana inicia mudangas
conformacionais nos canais de célcio dependentes da voltagem. Estas alteraqées
conformacionais catalizam a entrada de célcio na célula. Porém, a grande diversidade destes

canais faz com que eles atuem em uma grande faixa de potenciais de membrana (-90a+60
mV) (Clapham,1995).

O influxo de célcio como conseqiiéncia da estimulagdo por um sinal externo, ¢
requerido em varios tecidos para que ocorra a resposta, sendo que, na maioria dos tecidos, os
passos intermediarios envolvidos ainda sdo desconhecidos. Hormdnios, neurotransmissores
ou fatores de crescimento controlam, de forma dependente de Ca*™, varios processos celulares
como: o crescimento € o ciclo celular (Clapham, 1995), a ativagao de sistemas enzimaticos, a
secre¢do, a sintese de segundos mensageiros, o transporte de agucares e aminoacidos
(Bronston & Bronston, 1980; Wassermann, et al., 1992a). Demonstrou-se, também que, a
transcrigio génica é afetada pelos niveis intracelulares de Ca*" e por vias de entrada deste fon

na célula (Clapham, 1995).
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1.5.3. Canais de Calcio

Devido 4 permeabilidade da membrana ao Ca"™ ser muito baixa, a entrada deste fon na
célula estd restrita a canais especificos. Estes canais sdo proteinas de membrana que
apresentam poros funcionais para passagem do célcio. O fluxo idnico é direcionado pelo

gradiente eletroquimico existente na membrana (Koester & Siegelbaum, 1995).

Existe uma grande diversidade de canais de Ca'", caracterizados por diferencas
fundamentais nos xiqecanismos que governam a abertura e fechamento destes canais. Alguns
canais sdo dependentes da voltagem e a abertura acontece em resposta a uma alteragdo do
potencial elétrico existente através da membrana plaémética. Outros canais sdo abertos em
resposta a ativacdo de receptores associados a canais de membrana (Hosey & Lazdunski,

1988).

1.5.3.1. Canais de célcio dependentes da voltagem (CCDV)

Os canais de célcio dependentes da voltagem servem como um importante mecanismo

para o fluxo rapido de célcio para dentro da célula, através da membrana plasmaética >(Davi1a,
1999).

A atividade destes canais € modulada pela variagdo do potencial de membrana da célula.
Uma diversidade de canais de calcio dependentes da voltagem ¢é descrita em células excitaveis
e ndo-excitaveis. Os tipos de CCDV diferem entre si pela sensibilidade a voltagem, por
propriedades cinéticas, pela afinidade a farmacos e pela estrutura. A conformagéo do canal ¢

sensivel & variagdo de potencial elétrico através da membrana da célula (Davila, 1999).

Apesar do controle do canal se dar predominantemente & modificacdo do potencial de
membrana, esta sensibilidade pode ser modificada por alguns fatores como: a fosforilagdo do
canal, a ligac8io de uma proteina G ao canal e a ligagdo de farmacos com afinidade especifica

aos canais (Spedding & Paolette, 1992).

Em funcfo das atividades eletrofisiologicas, os CCDV podem ser classificados em
(Davila, 1999):
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Ativados por alta voltagem (HVA-High Voltage Activated) que incluem canais tipo
L N,P,Q;

Ativados por voltagem intermediaria (IVA-Intermediate Voltage Activated) que

inclui o tipo R;

Ativados por baixa voltagem (LVA-Low Voltage Activated) que inclui o tipo T.
Alguns autores consideram apenas dois tipos de CCDV e incluem o canal tipo R

como sendo de alta voltagem.

Canais de calcio dependentes da voltagem tipo “L” e tipo “T”” mostraram-se envolvidos

no transporte de aminoacidos neutros em células de Sertoli (Silva et al., 2002).

1.5.3.1.1. Canais do tipo L

S&o altamente distribuidos nos tecidos excitaveis, principalmente no coragdo, musculo
liso e esquelético e em muitas células ndo excitaveis. Controlam a liberagdo de horménios em
células enddcrinas ou transmissores em alguns neurdnios. Esses canais sdo ativados por faixas

de alta voltagem.

Trés tipos de classes de farmacos se ligam a estrutura dos canais do tipo L: as
fenilalquilaminas, os benzodiazepinicos e as dihidropiridinas. Estas drogas se ligém a sitios
diferentes do receptor, especificos para cada classe, que, entretanto estdo ligados

alostericamente (Hockerman et al., 1997).

A afinidade das fenilalquilaminas aos canais do tipo L depende das mudangas
conformacionais moduladas pela variagio do potencial. A ligagdo destes farmacos €
alostérica, inibindo a ligagdo das demais classes de drogas (Hockerman et al., 1997). O

verapamil ¢é a fenilalquilamina mais utilizada clinicamente.

1.5.3.1.2. Canaisdo tipo T

Os CCDV do tipo T apresentam caracteristicas eletrofisiolégicas que os diferenciam

facilmente dos demais. Sdo ativados por baixas voltagens, abrindo-se em potenciais muito
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negativos. A baixa condutancia e a lenta cinética de desativagdo sdo as propriedades biofisicas

mais marcantes destes canais (Davila, 1999).

O papel fisiologico desta classe de canais inclui uma contribui¢do no potencial
marcapasso de células cardiacas e na manuteng¢do de disparos repetitivos, ou auto disparos, de
alguns neurdnios centrais. Também estdo envolvidos no controle da secre¢do hormonal de
algumas células endécrinas. Acredita-se estarem, também, correlacionados com a expressdo e
transformagdo oncogénica, com a aderéncia, o desenvolvimento e a diferenciag@o celular em

varios tecidos, sugerindo outro papel fisioldgico para estes canais (Chen & Hess, 1990).

As propriedades farmacolédgicas dos canais tipo T sdo fontes de debate. A sensibilidade
ao niquel (Ni'") parece ndo ser um paridmetro confidvel para caracterizagdo do canal, devido a
grande variabilidade de sensibilidade apresentada pelas subunidades destes canais ao Ni'".
Além disto, CCDV tipo L também. podem ser bloqueados por este ion. Novos farmacos, como
mibefradil, foram propostos como bloqueadores relativamente especificos para estes canais

(Davila, 1999).

Canais de calcio dependentes da voltagem do tipo T foram caracterizados em células de

Sertoli (Wassermann et al., 1992a; Lalevée et al., 1997).

1.5.4. Envolvimento do fon Ca™ e de CCDV na Agﬁo'Hormonal

Muitos horménios utilizam o Ca™ como mensageiro celular, sendo que a mobilizagio
do célcio para o interior do citoplasma pode ocorrer tanto pela abertura de canais ou da
atividade de trocadores na membrana plasmatica, como a mobilizagdo de estoques

intracelulares.

Estudos com o FSH mostraram que a ag¢do deste hormoénio sobre o transporte de
aminoacidos em células de Sertoli depende da entrada de célcio extracelular. O bloqueio de
canais de célcio dependentes da voltagem com verapamil (Wassermann & Loss, 1989), Co™* e

Ni?* anula o aumento do transporte produzido por este horménio (Wassermann et al., 1992a).
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O FSH aumenta, também, o influxo de $Ca’ em céhilas de Sertoli, e este influxo ¢
inibido parcialmente por bloqueadores especificos de CCDV, como D600 (Grasso & Reichert,
1989) e a nifedipina (Davidson et al., 1988). |

Através destes estudos utilizando bloqueadores especificos, o envolvimento de CCDV
do tipo L e do tipo T(Grasso & Reichert, 1989; Davidson et al., 1988; Wassermann et al.,
1992a) na ag¢do do FSH nas células de Sertoli foi evidenciado. Recentemente foi observado o
envolvimento de canais tipo N na modulagdo da secregdo de proteinas estimuladas por FSH

nestas mesmas células (Taranta et al., 1997).

A testosterona e compostos relacionados como dihidrotestosterona (DHT) e R1881
promovem, em células de Sertoli, um réapido (20-30s) e transitério aumento nos niveis de
calcio intracelular quando aplicados exogenamente. Este rapido aumento dos niveis de calcio

¢ inibido pelo uso de verapamil (Lyng, et al., 2000).

Leite e colaboradores (1999) demonstraram que a testosterona possui uma agdo
estimulatoria na captagio de ’Ca*™ em células de Sertoli de testiculos em vérios estagios de
matura¢do (20-60 dias de idade). A testosterona promove, também, nestas células uma
imediata e transitéria despolarizagio dependente da dose. O efeito despolarizante deste
horménio aponta para uma alta especificidade da testosterona pelo receptor na membrana
plasmatica de células de Sertoli sugerindo um efeito rapido e provavelmente ndo-gendmico,
envolvendo canais de calcio dependentes da voltagem e o fechamento de canais de K*

dependentes de ATP.

Em células de Sertoli o retinol estimula o transporte de aminoacidos através de
mecanismos que envolvem CCDV (Wassermann et al., 1993). Nestas mesmas células, o
retinol aumenta, muito rapidamente (20s) a captacio de “’Ca*™" e esta acfio ¢ parcialmente

bloqueada por verapamil (Wassermann et al., 1995).

D’Agostino e colaboradores em 1992, estudando os CCDV, em células de Sertoli,
verificaram Que o influxo de calcio nestas células é mediado por CCDV tipo L e N. Buscando
evidéncias do papel fisiologico destes canais em testiculos de ratos imaturos, estes autores
descreveram que canais de Ca™ do tipo N modulam a secregdo de proteinas em cultura de

células de Sertoli de ratos.
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O efeito estimulatério, ndo gendmico, promovido pela 1,425(OH),vitaminaD3; no
transporte duodenal de célcio é inibido pelo quelante de célcio extracelular EGTA e pelo
bloqueio de CCDV. Estes resultados mostram que este efeito estimulatorio € dependente do

influxo de célcio extracelular através de CCDV (Boland & Norman, 1990).

O célcio é o primeiro mensageiro para os efeitos rapidos do T; na membrana
plasmatica, e a captagdo de célcio proveniente do meio extracelular € aparentemente a
primeira resposta metabdlica gerada pela interagdo deste horménio com o sitio na membrana
plasmatica. O T; produz um aumento na captagdo de $Ca™ em varios tecidos e este efeito ¢
rapido e transitério. Vérios efeitos rapidos promovidos pelo T3 como o aumento da captacdo
de acucar, da concentragio de AMP, sdo precedidos pelo aumento da captagdo de Ca’™

extracelular (Segal, 1990).

Novos mecanismos modulatorios sugerem que correntes de célcio podem influenciar
outros jons. A presenca de correntes de CI' dependentes de Ca'* e de correntes de K*
dependentes de Ca"™ foram caracterizados em varios tecidos (Marty et al., 1984; Cobbett, et
al., 1987; Taleb, et al.,1988).

O horménio T3 produz em células de Sertoli um aumento da captagdo do aminoéacido
MeAIB-'*C e um efeito hiperpolarizante imediato na membrana plasmética destas células
(Silva et al., 2001). A caracterizagio de correntes de CI" dependentes de Ca™ (Lalevée &
Joffre, 1999) e de CCDV do tipo T em células de Sertoli de ratos imaturos (Wassermann et
al., 1992a; Lalevée et al., 1997) nos leva a pensar que o ion calcio possa estar envolvido neste

efeito rapido mediado pelo T3 nestas células.

Silva e colaboradores (2001) propdem um mecanismo modulatério envolvendo
correntes de K* dependentes de Ca™ e/ou CI"dependentes de Ca'", sugerindo que o influxo de
calcio pode ser influenciado por ambos os ions, sinalizando, éssim, vias que modulem o
transporte de aminoacidos. Todos estes dados apontam para o importante envolvimento do

calcio e de canais de Ca'" dependentes da voltagem no mecanismo de agio do hormédnio Ts.
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1.6. Canais de Potassio (K")

Os canais de K' pertencem a uma familia de proteinas de membrana. Estes canais
desempenham papel fundamental em uma variedade de processos fisiologicos, incluindo
regulagdo da velocidade cardiaca, contragdo muscular, liberagdo de neurotransmissores,
excitabilidade neuronal, secreg¢do de insulina, transporte epitelial de eletrdlitos, regulagdo do
volume e proliferagio celular. Uma grande variedade de canais de K* estfio envolvidos nestes

processos (Wickenden, 2002).

De fato, estes canais sdo os mais numerosos ¢ abundantes ¢ com maior diversidade se
comparados aos demais canais i6nicos. Muitos estudos tém se dirigido para a clonagem e
. ~ . + I3 ~ . .
caracterizag¢do de canais de K* em mamiferos. Sdo datados mais de 80 genes relacionados a

estes canais.

Estudos tém demonstrado a presenga de diversos tipos de canais de K" que sdo sensiveis
a neurotransmissores, hormoénios, toxinas € farmacos (Wickenden, 2002). Devido a enorme
diversidade de canais de K', o enfoque deste trabalho sera dado as trés principais classes
destes canais: canais de K™ dependentes da voltagem; canais de K" ativados por Ca’" e canais

de K* sensiveis ao ATP.

1.6.1. Canais de K* Sensiveis 4 Voltagem

Os canais de K" sensiveis & voltagem sdo responsaveis pelo controle do potencial de
membrana e da excitabilidade celular. Mudangas no potencial de membrana promovem a
ativagdo destes canais. Estes canais sdo abertos em resposta a uma despolarizagdo da
membrana, sendo, portanto, importantes para a repolarizagdo da célula. Estes canais foram
primeiramente descritos em linfécitos T ha quase duas décadas atras. Nestas células eles
participam do processo de ativagdo, proliferacdo e sintese de interleucinas (Beeton et al.,

2001; Wickenden, 2002).
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1.6.2. Canais de K* Sensiveis a0 ATP (Katp)

A principal caracteristica dos canais de Karp € o fato de serem controlados pelos niveis
citoplasmaticos de ATP. Desta forma, a fungéo deste canal esta estreitamente relacionada com
o estado metabdlico das células. Aumento nas concentra¢bes citoplasmaticas de ATP

promovem o fechamento destes canais (Wickenden, 2002).

Sdo encontrados em células do miocardio, células & do pancreas, em musculo
esquelético e liso, ¢ em outros tecidos enddcrinos € em algumas regides do SNC (Edwards &
Weston, 1993). Varios tipos de canais de Katp s@0 caracterizados com uma Variabilidade na
condutancia e na concentragdo de ATP necessaria para a inibigdo da atividade do canal

(Ashcroft & Ahscroft, 1990).

O principal fator de regulagdo do canal Karp € a concentragdo de ATP intracelular,
porém a atividade deste canal pode ser modulada por fosforilagdo e pelo pH intracelular. Em
geral, a ativagdo da proteina quinase A estimula a abertura do canal. A sensibilidade deste
canal ao ATP ocorre dentro de niveis fisioldgicos (10 =100 uM). O ATP pode influenciar a
condutincia de outros tipos de canais de K, através de um sitio de fosforilagdo. Além deste
sitio, o canal apresenta um segundo sitio para ligagdo de ATP; um sitio regulatério que

influencia no estado de abertura do canal (Edwards & Weston, 1993).

Os canais Katp foram primeiramente descritos no coragdo (Noma, 1983) onde estdo
sendo estudados principalmente na analise de arritmias cardiacas. O estado de isquémia levaa
ativagdo dos canais de Karp, € desta forma estes seriam responsaveis pela geragdo de
potenciais de agdo curtos (Weiss, et al., 1992). Também tem se observado que estes canais

estdo envolvidos na fung¢io de marcapasso nas células do nodo sino atrial (Han et al., 1996).

A fun¢fo melhor caracterizada destes canais em tecido enddcrino ocorre nas células a
do péncreas, onde foi avaliada intensamente a participagdo do canal Karp na fungdo de
secregdo de insulina estimulada pela glicose. Foi proposto o seguihte mecanismo: 1) aumento
da glicose extracelular gera um aumento de [ATP]iumn € conseqlientemente fechamento dos
canais de Katp; 2) sendo a resisténcia da membrana das células & muito alta, o fechamento de
poucos canais Katp produz um efeito pronunciado sobre o potencial de membrana, gerando

assim uma despolarizagdo; 3) esta despolarizagio aumenta o influxo de Ca™ através dos
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CCDV do tipo “L” que entdo, estimulam a secre¢fio da insulina dos grinulos secretorios

(Francini, et al., 1997).

As sulfoniluréias constituem uma classe de drogas que bloqueiam a atividade de canais
de Katp. Boyd III (1988) descreveu que o receptor para sulfoniluréias ¢ uma proteina
intimamente associada a um canal de Kagp. O metabolismo da glicose ou de aminoécidos, por
um aumento na relagio ATP/ADP, inibe o mesmo canal na superficie interna da membrana
plasmaética. A inibi¢do do canal de Karp leva a despolarizagio da célula, abrindo canais de
Ca™ dependentes da voltagem, e permitindo a entrada de Ca™ extracelular. A elevagdo do
[Ca'™] citosolico livre determina a liberagio de insulina. O aumento de niveis de AMPc na

célula também, pode abrir os CCDV, incrementando o influxo de Ca'™" para dentro da célula.

As sulfoniluréias mais utilizadas s@o a glibenclamida e a tolbutamida.

1.6.3. Canais de K* Sensiveis ao Ca™ (Kca)

O influxo de célcio para dentro das células tem uma variedade de conseqiiéncias como a
ativagdo de sistemas de segundos mensageiros, liberagdo de calcio de estoques intracelulares,
e abertura de canais i0nicos dependentes do calcio. Entre estes canais, encontram-se os canais

de potassio sensiveis ao célcio (Kca).

As primeiras evidéncias que niveis aumentados de célcio citos6lico alterariam a
permeabilidade da membrana ao potasssio surgiram em 1958 pelo estudo de células
sanguineas por Gardos (1958). Atualmente sabe-se que uma variedade de células dispde
destes canais, onde inimeros processos fisioldgicos sdo por eles regulados. Recentemente a

natureza molecular de muitos canais K¢, foram identificadas.

Trés grandes familias de canais K¢, sdo bem estabelecidas: canais de alta conduténcia,

de condutancia intermediaria e de pequena condutincia (Wickenden, 2002).

O primeiro grupo a ser descrito foi o canal de alta condutincia. Estes canais sdo
altamente sensiveis ao calcio. A ativagdo destes canais € promovida pela despolarizag¢do da
membrana e pela concentragio de célcio intracelular (Sah & Faber, 2002). Isto ¢, a

despolarizagio de membrana e o influxo de Ca™ na célula, estdo inter-relacionados. Uma
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certa concentragio de célcio intracelular despolariza a célula ativando assim a abertura destes

. . + . ~ 7
canais de K" com um conseqiiente efluxo de K" e repolarizagdo da célula.

1.7. Canais de Cloreto (CI")

Canais anidnicos sdo proteinas de membrana que, através de um gradiente
eletroquimico, permitem a difusdo passiva de ions carregados negativamente. Apesar destes
canais conduzirem varios anions, eles sdo freqiientemente chamados de canais de cloreto (Cl)

devido ao fato deste dnion ser o mais abundante nos organismos.

Os canais de Cl° podem ser encontrados tanto na membrana plasmética quanto em
organelas citoplasmaticas. Na membrana plasmatica, estes canais exercem fungbes que
incluem regulagdo do volume celuIar, transporte transepitelial e regulacdo da excitabilidade
elétrica da célula. Diferentemente de ions como o Ca'", o CI parece ndo exercer papel de
mensageiro intracelular. A atividade destes canais pode ser modulada pela voltagem da
membrana, pelo volume celular, pela ligagdo de moléculas sinalizadoras, por determinados
ions, pela fosforilagdo de residuos intracelulares por proteinas quinases, ou pelo ATP (Jentsch

et al., 2002).

Estudos demonstram uma grande variedade de canais de Cl" que diferem entre si quanto
a condutincia, seletividade e mecanismos regulatorios. Porém muitos destes canais ainda ndo

foram bem estabelecidos. Trés classes principais de canais de Cl” sdo descritas:
* Familia CLC (canais de CI);

Canais de cloreto reguladores da condutincia de transmembrana na fibrose cistica

(tipo CFTR);
Canais de cloreto ligados a receptores.

Outras classes de canais de cloreto como canais intracelulares de cloreto, canais de

cloreto dependentes de Ca™" , também sdo reportadas, porém s3o menos caracterizadas que as
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outras classes. Devido a grande diversidade e complexidade destes canais, nesta dissertagdo

sera feita uma breve explanagio sobre as principais classes destes canais.

1.7.1. Familia CLC de Canais de Cloreto

A familia de canais de cloreto CLC divide-se, nos mamiferos, em nove diferentes
subtipos. Muitos destes canais sdo modulados pela voltagem celular. Além da voltagem,
varios destes canais sdo adicionalmente modulados por anions, e pelo pH. Somente poucos
estudos descrevem uma regulag@o destes canais’por mensageiros intracelulares ou proteinas

quinases.

Tabela 1.1: Familia CLC de canais de CI” em mamiferos (Adaptada de Jentsch, et al., 2002).

CLC-0

CLC-1 Musculo esquelético Estabiliza¢cdo da membrana plasmatica

CLC-2 Geral Transporte transepitelial (?), pH, regulagéo do volume celular
CLC-Ka |Rins, ouvido interno Transporte transepitelial
CLC-Kb [ Rins, ouvido interno Transporte transepitelial

CLC-3 Geral Acidificag¢io de endossomos, vesiculas sinapticas

CLC-4 | Geral ? |

CLC-5 Rim, intestino, figado Acidificagdo de endossomos

CLC-6 Geral ?

CLC-7 Geral Acidificaco de lisossomos, reabsor¢do de osteoclastos

1.7.2. Canais de Cloreto Tipo CFTR (Regulador da Condutancia de Transmembrana na

Fibrose Cistica)

CFTR foi o primeiro canal ani6nico a ser clonado. A atividade deste canal independe da
voltagem e requer a presenga de nucleotideos trifosfato hidrolisaveis para exercer sua
atividade, assim este canal também € conhecido como canal de CI” ativado por AMP.. CFTR ¢é

ativado pelo ATP e pela fosforilagdo de proteinas quinases dependentes de AMP.. Sabe-se
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que o ATP ¢ hidrolizado durante a atividade deste canal, mas o mecanismo de relacdo entre

esta hidrolise e a atividade deste canal ainda néo foi elucidado (Jentsch, et al., 2002).

CFTR ¢é expresso na membrana apical de varios epitélios, principalmente no tecido
epitelial do intestino, das glandulas secretorias, dos ductos biliares e do epididimo. Esta classe

de canal de cloreto exerce um papel crucial em diversos processos de transporte transepitelial

(Jentsch, et al., 2002).

A ativagdo desta classe de canais parece ser um processo que envolve muitos passos
como a ativagdo da proteina quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA), e uma alta razéo

ATP/ADP para adquirir atividade maxima.

1.7.3. Canais de Cloreto Ligados a Receptores

Os receptores nicotinicos da acetilcolina, os receptores do acido gama-amino-butirico
(GABA) e da glicina pertencem a uma familia de receptores ligados a canais i6nicos. A
ligagdo destes neurotransmissores aos receptores especificos promove a abertura dos canais
anidnicos acoplados a estes receptores. Este event‘o produz um influxo de CI', no qual

hiperpolariza a célula nervosa e assim inibe a atividade neuronal (Jentsch et al., 2002).

1.7.4. Canais de Cloreto Ativados pelo Ca™

Existe uma grande diversidade molecular de canais de Cl ativados pelo Ca'" e esta
diversidade esta relacionada também com as diferentes conduténcias apresentadas por estes

canais.

Os canais de CI” ativados pelo célcio intracelular [Ca™']; sdo encontrados em muitos
tipos celulares incluindo células epiteliais, neuronais, cardiacas, musculares e sanguineas.
Canais de Cl” ativados por Ca'" intracelular foram caracterizados em células de Sertoli.

(Lalevée e Joffre, 1999).
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Alguns canais de cloreto podem ser também dependentes do célcio extracelular. Assim,
a diversidade destes canais se da também pela procedéncia do célcio envolvido na ativagdo

destes canais.

Dependendo do tipo celular o Ca™" pode ativar estes canais de cloreto pela interagdo
direta com o canal ou pela fosforilagdo, dependente de Ca'/calmodulina dos canais de cloreto

na presenca de ATP.

Além da a¢io do Ca’" na modulagio de canais de CI, foi estudado, também, a
modulagio de canais de Ca™" dependentes da voltagem pelo ion CI". Garcia e colaboradores,
em 1997 demonstraram em lactotréficos de ratos que o bloqueio de canais de C1” pelo uso do
bloqueador 9-AC reduz a entrada de Ca’" nestas células. Varias hipéteses foram sugeridas
para explicar o mecanismo pelo qual o fon cloreto afeta a condutincia do Ca'", mas a
determinagdo do mecanismo no quall este evento acontece, ainda néo foi devidamente

elucidado.

Muitas das agdes ndo-genémicas promovidas por hormdnios esterdides sdo produzidas
" pela interagdo do horménio em sitios na membrana plasmaética, gerando assim, sinais
intracelulares que modulam a atividade de diferentes canais i6nicos. Valverde e colaboradores
(2002) descreveram que a modulagdo de canais de cloreto dependentes da voltagem constitui

um exemplo de efeitos rapidos promovidos por estrogenos.
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1.8. Objetivos

‘O presente trabalho teve como objetivo geral estudar o mecanismo de agdo do T;

na regulacdo do transporte do aminoacido modelo MeAIB- '4C, em testiculos de ratos

imaturos. Para atingir este objetivo foram analisados os seguintes objetivos especificos:

. + . , .
O envolvimento do Ca’" extracelular no transporte de aminoé4cidos em

condigdes basais e na presenca de Ts.

O envolvimento de canais de Ca™" dependentes da voltagem, no transporte de
aminoacidos em condigdes basais e na presenca de T3, utilizando o verapamil

como bloqueador destes canais.

O envolvimento de Ca™" proveniente de estoques intracelulares no transporte

de amino4cidos em condigdes basais € na presenga de Ts.

O envolvimento de canais de K' sensiveis ao ATP no transporte de

aminoacidos em condi¢des basais e na presenga de Tj, utilizando a tolbutamida

como bloqueador especifico destes canais.

O envolvimento de canais de Cl” no transporte de aminoacidos em condi¢des
basais e na presenga de T, utilizando o 4cido carboxilico 9-antraceno como

bloqueador especifico destes canais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais
2.1.1. Solug¢des Utilizadas
2.1.1.1. Tampao Krebs-Ringer-bicarbonato (KRb)

Esta solugdo foi utilizada como meio de incubag@o em todos os experimentos, € era
preparada imediatamente antes do experimento. O preparo da solugdo era feito a partir das

seguintes solugdes estoques:

Tabela 2.1: Solucdes estoque para o preparo do KRb.

CaCl, H,0 2,50 mM
KH,.PO, 1,19 mM
MgSO,H,0 0,76 mM
NaHCO; 25,00 mM
NaCl 118,00 mM
KCl 4,61 mM

No preparo da solugdo tampdo foram colocados 2 mL de cada solugo-estoque
acrescentando-se o sulfato de magnésio e o cloreto de calcio por ultimo e completando o
volume com 40 mL de 4gua destilada. Para um volume maior multiplicava-se o volume de
todos os componentes por um mesmo fator. Logo apds, a solucdo era gaseificada com
carbogénio (Oy: CO,, 95 : 5, v/v) até que o pH atingisse o valor 7,4, monitorando através de
um pH-metro. A solugdo assim obtida era mantida em gelo durante toda a preparagdo do

experimento.

A tabela a seguir apresenta as concentra¢des i6nicas obtidas no final da preparagio de

KRb ¢ os valores encontrados nos liquidos intra e extracelulares (Long, 1961).
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Tabela 2.2: Concentragées iénicas do KRb, liquido intra e extracelular.

ca Heo® | HPo' | or | isot
Extracelular | 140-145 4-5 2,5 1,5 .27 | 10 100 -
Intracelular 10 145-150 | 2,0 4,0 8 65-70 5-20 -
KRb 146 47 25 1,2 25 1,2 127 1,2

2.1.2. Substancias Utilizadas
2.12.1. EGTA

O 4cido N,N,N’N’-tetracético etilenoglicol — bis (d-aminoetil éter) (EGTA) foi
utilizado como um agente quelante de célcio extracelular. Esta droga, adquirida da Sigma, foi

diluida em KRb. Utilizou-se as concentragdes de 2 mM e 4 mM.

2.1.2.2. Verapamil

O verapamil é um farmaco com efeito antagonista especifico sobre os canais de Ca"™
dependentes da voltagem (CCDV) do tipo “L”. Esta droga foi adquirida dos laboratorios
Knoll em ampolas com concentragdo de 2,5 mg/mL e foi posteriormente diluida em KRb ¢

utilizada nas concentragGes finais de 50 pM e 100 uM.

2.1.2.3. BAPTA-AM

O 1,2-bis-(2-aminofenol) etano-N,N,N’,N’-tetracético (BAPTA-AM) € um farmaco que
atua como quelante de Ca™ intracelular. Esta droga, obtida do laboratério Sigma, foi pesada e
dissolvida em DMSO imediatamente antes de ser utilizada. As concentragdes de BAPTA

utilizadas foram 25 pM, 50 uM-e 100 pM.
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2.1.2.4. Tolbutamida

A Tolbutamida atua como um bloqueador de canal de K" dependente de ATP. Este
farmaco, adquiridb da Sigma, foi pesado e posteriormente dissolvidlo em NaOH 0,2 N.

Utilizou-se concentragdes de 100 pM, 300 uM, 600 uM e 2,5 mM de tolbutamida.

2.1.2.5. Acido carboxilico 9-antraceno

O 4cido carboxilico 9-antraceno é um farmaco que funciona como antagonista de canais
de cloreto (CI). Esta droga, obtida pelo laboratdorio Sigma, foi pesada e dissolvida em etanol.

Foram utilizadas concentrag¢Ges de 25 uM, 50 uM e 100 pM do acido carboxilico 9-antraceno.

~ 2.1.2.6. Hormo6nio 3,5,3’-triodo-L-tironina (T3)

O horménio, adquirido do laboratério Sigma, foi pesado e dissolvido em NaOH 0,02 N
e posteriormente diluido em KRb em solugdes de 108 M, 10"M 10°M, 10° M.

Em todas as dilui¢des dos farmacos utilizados neste trabalho, as concentragdes finais

dos respectivos solventes (Etanol, DMSO, NaOH) foram sempre inferiores ou iguais a 1%.

2.1.2.7. Liquido de Cintilagdo

Para a contagem da radioatividade das aliquotas utilizou-se o liquido de cintilagdo

Optiphase hifase III adquirido pela Sardi.

2.1.2.8. Aminoacido MeAIB-'*C

Utilizou-se 0 aminoacido modelo 4- metilaminoisobutirico marcado com 'C (a-
MeAIB-'*C), com atividade especifica de 50 mCi/mmol. Este foi obtido da Du Pont NEN

Research Products. Era adicionado em cada amostra 0,2 pCi do aminoacido modelo
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imediatamente antes do inicio da incubagdo nos grupos controle e tratado para a medida do

transporte de aminoacido.

2.1.3. Equipamentos Utilizados
" Medidor de pH (Modelo DMPH-3 Digimed)

Foi utilizado para a monitorizagdo do pH em todas as solugGes. Este aparelho era

sempre calibrado antes do uso.
Balanga eletronica (Sartori)

Balanga com precisdo de 4 digitos ap6s a virgula, era utilizada para a pesagem de

drogas e génadas.
Incubador metabélico com agitag¢io (Quimis)

Este aparelho tem um sistema de agitag8o, termostato € ¢ acoplado a um cilindro de
carbogénio para manutengdo de uma atmosfera de 0,:CO,, 95:5 v/v. O incubador foi

utilizado em todos os experimentos.
" Espectrometro de Cintilagio (LKB modelo 1209 — Rack-Beta)

Foi utilizado o espectrometro de cintilagdo liquida, com eficiéncia de 85 a 90%, para

contagem da radioatividade em cpm.

2.2. Miétodos
2.2.1. Animais Experimentais

Foram utilizados ratos machos Wistar de 11 dias de idade todos provenientes do
Biotério Central da Universidade Fedéral de Santa Catarina (UFSC). Para o controle da idade
considerou-se o primeiro dia de vida o dia seguinte ao do nascimento. Os animais imaturos
ainda em fase de aleitamento eram mantidos juntzimente com as maes, em gaiolas plasticas até

~ 0 momento do experimento. Os animais eram submetidos a um ciclo normal claro/escuro
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(luzes acesas das 7 as 19 horas), com temperatura controlada em sala climatizada, ragdo

padronizada e 4gua “ad libitum”.

Todos os animais foram cuidadosamente monitorados e mantidos segundo as
recomendagdes do Conselho de Medicina Veterinaria (CMV) e do Colégio Brasileiro de

experimentagio animal (COBEA) (Protocolo 067/CEUA).

2.2.2. Procedimentos Experimentais
2.2.2.1. Transporte de MeAIB-'*C em testiculo

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os testiculos removidos por
incisdo abdominal. A seguir, efetuou-se a limpeza das gonadas por dissecagdo do epididimo e
entdo os testiculos foram pesados individualmente. Posteriormente procedeu-se a retirada da
tunica albuginea e as gbnadas foram incluidas no meio de incubag@o. Durante o tempo de
obtengio dos testiculos, estes foram mantidos em papel filtro embebido na solug¢do tampdo
Krebs Ringer-bicarbonato (KRb) e acondicionados em placas de Petri mantidas em gelo

(Silva, et al., 2001).

De cada animal um testiculo foi tomado como controle (alternadamente direito e
esquerdo) e o contralateral como tratado. Os testiculos foram distribuidos em frascos
contendo ImL de KRb, em auséncia (controle) ou presenca de T3 e/ou EGTA, e/ou BAPTA-
AM, e/ou verapamil, e/ou tolbutamida, e/ou 4cido carboxilico 9-antraceno nos grupos tratados
e a seguir foram pré-incubados em um agitador metabédlico a 34 °C, em uma atmosfera de

carbogénio (0,:CO,, 95:5,v/v), durante 30 minutos.

Imediatamente ap0s a pré-incubago, os testiculos eram trocados para um meio igual ao
da pré-incubag@o, porém acrescido do aminoacido modelo MeAIB-"*C (0,2 uCi/mL) e entdo

incubados por 60 minutos.

40



2.2.2.1.1. Processamento das amostras

ApOs a incubagdo as gonadas foram retiradas do meio de incubagdo, secas em papel
filtro umedecido em KRb gelado, para a remoc¢do do excesso de aminoacido radioativo
aderido a superficie do tecido, e transferidas para frascos com tampa hermética contendo 1

mL de agua destilada.

Estes frascos foram congelados a 20 °C negativos e fervidos durante 5 minutos, com o
objetivo de romper a membrana celular e obter o equilibrio entre o meio intra e extracelular

com a agua adicionada.

Aliquotas de 25 pL do liquido tissular e do meio de incubag@o foram extraidas e
transferidas para frascos contendo 3 mL de liquido de cintilagdo. A radioatividade das

aliquotas foi determinada num espectrometro de cintilag@o liquida LKB (Rack-Beta).

Os resultados foram expressos pela razéo da radioatividade presente nos tecidos, pelo
peso dos testiculos, em fungdo da radioatividade presente no meio de incubag@o, avaliada pelo

nimero de contas por minuto (cpm) do liquido de incubagdo (T/M).
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Testiculos

Extracao por incisdo abdominal

Limpeza e pesagem das gbnadas

Extrag&o da tanica albuginea

Pré-incubagao dos testiculos
(por 30 min conforme descrito previamente)

Incubagdo com MeAlIB- C
(por 60 min conforme descrito previamente)

]
=

Final da incubagao

Retirada das génadas do meio de incubag&o |

S

Colocadas em 1mL de agua destilada Meio de incubacgao
(Meio Interno) (Meio Externo)
Congeladas (- 20°C) - Extracdo da aliquota

e fervidas por 5 min.

Contagem da radioatividade

Extracédo da aliquota

Figura 2.1: Representacdo esquematica da metodologia do transporte de aminodcidos.
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2.2.3. Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram comparados estatisticamente, pelo teste ¢ de Student,
quando analisados dois grupos, ¢ para mais de dois grupos foi utilizado a analise de variancia
de uma via (ANOVA) utilizando-se o programa GraphPAD INSTAT versdo V 1.12a. As

(e 24

diferengas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um “p” igual

ou menor que 0.05 (SNEDECOR & COCKRAN, 1973).
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3. RESULTADOS

O hormoénio T; modula vérios processos metabdlicos na célula, porém muitos destes
eventos ndo estdo diretamente relacionados a agdes nucleares. Estes eventos, conhecidos
como efeitos n3o-gendmicos estio relacionados a interagdo do horménio com sitios na
membrana plasmética promovendo agdes rapidas qué vdo desde a geragdo de sinais
intracelulares que modulam a atividade de canais i6nicos na membrana plasmatica até a

interagdo direta do horménio com estes canais.

Um dos efeitos rapidos promovidos pelo T3 € o estimulo no transporte de aminoacidos
em células de Sertoli. A captagdo do aminoécido MeAIB-'“C pelo sistema “A” de transporte
de aminoacidos é eletrogénico e responsivo ao potencial de membrana e desta forma

dependente da atividade de canais i6nicos presentes na membrana plasmatica.

O presente trabalho tem por objetivo estudar o envolvimento de ions e canais idnicos no
transporte de MeAIB-'*C estimulado por T3 e desta forma elucidar o0 mecanismo de agao pelo

qual o T3 promove o estimulo deste transporte.

3.1. Curva de Dose-Resposta do Horménio T; no Tramsporte de MeAIB-"*C em

Tésticulos de Ratos Imaturos

Para estudar o efeito agudo do horménio do 3,5,3’-triiodo-L-tironina (T3) no transporte
do amino4cido modelo MeAIB-'*C em testiculos de ratos imaturos foram utilizadas
concentragdes de 10,107, 10, 10° M deste hormdnio. Observou-se que o T3 promoveu um
efeito estimulatdrio na captagdo deste aminoacido nas concentragles de 107 ¢ 10° M e este

efeito ndo foi observado nas concentragdes de 10% ¢ 10° M.
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Tabela 3.1: A¢do do hormonio Ts, em diferentes concentragoes, no transporte de MeAIB-*C.

Concentragéo de T; Captacdo de MeAIB-""C (T/M)
0 M (Controle) 2,58 £ 0,08
10°M 2,75+0,14
10"M 3,12 +0,10*
10° M 3,28 £0,18*
10° M 2,57 £ 0,08

(Valores da Figura 3.1) (Média + EPM); *p < 0,05 em relag@o ao grupo controle.

Controle
T,10%M
T,107M
T,10%M
T;10°M

H

EEEODO

Captagéo de MeAlB- e
(Tecido/Meio)
N

Figura 3.1: Curva dose-resposta do horménio T; no transporte de MeAIB-"*C em testiculos de ratos
imaturos. Pré-incubagdo: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n=15); Ts 10° M (n=4); T5 107 M
(n=10); T3 10° M (n=7); T3 10”° M (n=8); *p< 0,05 em rela¢do ao grupo controle.

Para os estudos da influéncia de ions e canais i6nicos no transporte basal e estimulado

por T3, utilizou-se a concentracio de 107 M do horménio em todos os experimentos.

3.2. Influéncia do Ca"" Extracelular no Transporte de MeAIB—'*C Basal e Estimulado
por T3

O célcio ¢ um importante sinalizador de diversos eventos celulares. Os niveis
_citosolicos deste ion podem ser aumentados pelo influxo de célcio extracelular através da

membrana plasmdtica ou pela liberagdo de calcio dos estoques provenientes de
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compartimentos intracelulares. Para o estudo da influéncia do Ca™ extracelular no transporte

de aminoacidos basal e estimulado por T3 10”7 M foi utilizado o quelante de célcio EGTA.

3.2.1. Efeito do EGTA no Transporte Basal de Aminoacidos

A Figura 3.2 apresenta o efeito de EGTA (2 mM e 4 mM) na captagio de MeAIB-'*C.
Verificou-se que este quelante da Ca™ extracelular diminuiu significativamente o transporte
de amino4cidos em relagdo ao grupo controle em ambas as concentragdes utilizadas. A anélise

estatistica indicou que ndo ha diferenca significativa entre as concentragdes utilizadas.

Tabela 3.2: Efeito do EGTA no transporte basal de MeAIB-"'C em diferentes concentragées.

Concentragcdo de EGTA Captacdo de MeAIB-"“C (T/M)
0 mM (Controle) 2,48 £ 0,06
2 mM 2,02 £ 0,06*
4 mM 1,94 + 0,09*

(Valores da Figura 3.2) (Médiat EPM); *p< 0,05 em relag@o ao controle.

4 -
E Controle
EEGTA2mM
3 BEGTA4 mM

Captagdo de MeAlB- *C
(Tecido/Meio)
N

Figura 3.2: Efeito do EGTA (2 mM e 4 mM) no transporte basal de MeAIB- "*C em testiculos de

ratos imaturos. Pré-incubag¢do: 30 min, Incubag¢do: 60 min. Controle (n=5); EGTA 2 mM (n=7);
EGTA 4 mM (n=6); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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3.2.2. Efeito do EGTA (4 mM) na Ag¢do Estimulatéria do T3 no Transporte de Aminoacido

A deple¢do do ion célcio do meio extracelular através do uso de EGTA (4 mM)
promoveu uma redugdo significativa do efeito estimulatério do hormonio T no transporte do
aminoacido MeAIB-'“C.

Tabela 3.3: Efeito do EGTA na agdo estimulatéria do Ts na captacdo de MeAIB-"C.

Concentragdo Captacao de MeAIB-""C (T/M)
0 M (Controle) 2,44 +£0,18

EGTA4 mM 1,94 £ 0,14*

T; 10" M 3,36 £ 0,15*

EGTA+ T, 2,42 £ 0,14**

(Valores da Figura 3.3) (Média + EPM); *p< 0,05 em relagdo ao controle; **p< 0,05 em
relagdo ao grupo tratado com 107 M Tj.

4 Controle
) *
B EGTA

O T
3 B EGTA +T;
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Figura 3.3: Efeito de 4 mM de EGTA na agdo estimulatéria do Ts no transporte de MeAIB — *C em
testiculos de ratos imaturos. Pré-incubagdo: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n= 5); EGTA 4
mM (n= 6); T3 (n=4); T3 + EGTA (n= 6); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; **p< 0,05 em
relagdo ao grupo tratado com Ts.
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3.3. Influéncia de Canais de Ca"" Dependentes da Voltagem (CCDV) no Transporte de
MeAIB-'*C Basal e Estimulado por T;

. rq s ’ . ++
O aumento do influxo de calcio através dos canais de Ca’ " presentes na membrana

plasmatica das células muitas vezes ¢ decorrente de uma estimulagdo hormonal.

Para o estudo da influéncia dos canais de Ca™ dependentes da voltagem no transporte

de aminoacidos foi utilizado o verapamil, um bloqueador especifico de CCDV tipo “L”.

3.3.1. Efeito do Verapamil no Transporte Basal de Aminoacido

A Figura 3.4 apresenta o efeito do verapamil, em diferentes concentragdes, na captagdo
basal do aminoacido neutro MeAIB-'*C. Verificou-se que o bloqueio dos canais de Ca™
dependentes da voltagem pelo verapamil (50 pM e 100 pM) promoveu uma diminuigdo
significativa no transporte de aminoacidos, em relagdo ao grupo controle, e este efeito foi

evidente nas concentragdes de 50 € 100 pM.

Tabela 3.4: Efeito do verapamil na captagio basal de MeAIB-"'C.

Concentragéo de Verapamil . Captagdo de MeAIB-"°C (T/M)
0 uM (Controle) ] | T 2,470,07 =
50 uM 2,34+ 0,08"
100 pM 1,83 £ 0,02

(Valores da Figura 3.4) (Média = EPM); *p 0,05 em relag@o ao grupo controle.
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Figura 3.4: Efeito do verapamil no transporte basal de MeAIB-"*C em testiculos de ratos imaturos.
Pré-incubagdo: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n= 16); Verapamil 50 uM (n=8),; Verapamil
100 uM (n=11); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle.

3.3.2. Efeito do Verapamil (100 pM) na Ag¢@o Estimulatéria do T; no Transporte de

Aminoacido

Bloqueando-se a entrada de célcio pelos canais de Ca™ dependentes da voltagem com o
verapamil (100 pM) observou-se uma reducao significativa do efeito estimulatério promovido

pelo horménio T3 no transporte de MeAIB-'*C.

Tabela 3.5: Efeito do verapamil sobre a agdo estimulatoria do Ts na captagdo de MeAIB-"*C.

Concentragdo Captacao de MeAIB-"“C (T/M)

0 M (Controle) _ g 2,47 £ 0,07 S
Verapamil 100 uM 1,83 £ 0,02*

T:10" M 2,78 £0,12*

Verapamil + T3 1,91 £ 0,08**

(Valores da Figura 3.5) (Média + EPM); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; **p<0,05
em relagdo ao grupo tratado com10”’ M Tj.
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Figura 3.5: Efeito de 100 uM de verapamil na agdo estimulatéria do Ts no transporte de MeAIB-"*C
em testiculos de ratos imaturos. Pré-incubacdo: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n= 16);
Verapamil 100 uM (n= 11); T; (n= 8); T; + Verapamil (n= 7); *p< 0,05 em rela¢do ao grupo
controle; **p< 0,05 em relagdo ao grupo tratado com Ts.

3.4. Influéncia do Ca™ Intracelular no Transporte de MeAIB-"*C Basal e Estimulado

por T3

Para verificar a participagdo do célcio intracelular ([Ca™'];) sobre o transporte basal e
estimulado por T3 do aminoéacido MeAIB—MC, foi utilizado o BAPTA-AM , um quelante de
[Ca™ ;. Os testiculos foram pré-incubados por 45 minutos com BAPTA-AM. Por ser uma
molécula esterificada, este quelante difunde-se através da membrana plasmatica durante o
periodo de pré-incubagdo. No interior da célula o BAPTA ¢ desesterificado por estereases
teciduais e desta forma permanece dentro da célula, apresentando sitios expostos capazes de

quelar o célcio citosélico e dos estoques intracelulares.

3.4.1. Efeito do BAPTA no Transporte Basal de Aminoéacido

A Figura 3.6 apresenta o efeito do BAPTA, em diferentes concentragdes, na captagio

basal do amino4cido neutro MeAIB-"*C. Verificou-se que este quelante de [Ca™']; ndo alterou
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significativamente o transporte basal de aminoécidos, em relagdo ao controle, em nenhuma

das doses utilizadas.

Tabela 3.6: Efeito do BAPTA-AM na captagio basal de MeAIB-"C.

Concentragdo de BAPTA-AM Captagdo de MeAIB-"“C (T/M)
0 M (Controle) 2,31 +£0,09
25 uM 2,35+ 0,12 NS
50 uM 2,48 £ 0,17 NS
100 uM 2,47 £ 0,10 NS

(Valores da Figura 3.6) (Média + EPM); NS (ndo significativo).

4 - O Controle
O BAPTA 25uM
B BAPTA 50 uM
3 B BAPTA 100 uM

Captacéo de MeAlB- "C
(Tecido/Meio)
N
=

Figura 3.6: Efeito do BAPTA-AM no transporte basal de MeAIB-"*C em testiculos de ratos imaturos.
Pré-incubagdo: 45 min, Incubagdo: 60 min; NS (ndo significativo). Controle (n= 6); BAPTA 25 uM
(n=4); BAPTA 50 uM (n=4); BAPTA 100 uM (n= 6).
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3.4.2. Efeito do BAPTA-AM (100 uM) na Agdo Estimulatéria do T3 (10”7 M) no Transporte
de Aminoacidos

A concentragio de Ca™" intracelular é controlada pela captagdo e liberagdo deste ion
pela célula. Desta forma os estoques intracelulares de célcio contribuem para a manutengdo
do gradiente idnico deste ion na célula. A deplegdo dos estoques citoplasmaticos de Ca™ com
o uso de BAPTA (100 uM) ndo impediu o efeito estimulatéorio do hormoénio Tz sobre

transporte do aminoacido MeAIB-'*C.

Tabela 3.7: Efeito do BAPTA-AM na agdo estimulatoria do T; na capta¢do de MeAIB-"*C.

Concentragdo ' Captacgdo de MeAIB-""C (T/M)
0 M (Controle) 2,31+0,09

BAPTA 100 uM 2,47 £ 0,10 NS
T;10"M 2,88+0,01*
BAPTA + T3 2,87 £ 0,24*

(Valores da Figura 3.7.) (Média + EPM); *p< 0,05 em rela¢do ao grupo controle; NS (ndo
significativo).
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Figura 3.7: Efeito do BAPTA-AM (100 uM) na ag¢éo estimulatéria do Ts no transporte de MeAIB-"*C
em testiculos de ratos imaturos. Pré-incubagdo: 45 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n= 6); BAPTA
100 uM (n= 6); T; (n= 4); T; + BAPTA (n= 3); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; NS (ndo
significativo).

52



3.5. Influéncia de Canais de Potissio (K') Sensiveis ao ATP no Transporte de

MeAIB-'*C Basal e Estimulado por T;

O potencial de membrana das células é controlado principalmente pelos niveis
intracelulares de K'. Portanto, a abertura e fechamento de canais de K' presentes na

membrana plasmatica das células promovem alteragdes consideraveis na fisiologia celular.

Para verificar a participagdo do K* no transporte do aminoacido MeAIB-'*C basal e
estimulado por Ti, verificamos a influéncia de canais de K' sensiveis ao ATP neste
transporte. Para este estudo utilizou-se a tolbutamida, um bloqueador especifico destes canais

citados acima.

3.5.1. Efeito da Tolbutamida no Transporte Basal de Aminoéacido

A Figura 3.8 apresenta o efeito da tolbutamida, em diferentes concentragdes, na
captac@o basal do aminoacido neutro MeAIB-"*C. Verificou-se que este bloqueador promoveu
uma diminui¢do significativa do transporte basal de aminoécidos, em relagdo ao controle, e
este efeito foi observado em todas as concentragdes utilizadas. A dose de 2,5 mM da
tolbutamida também produziu uma diminuigdo significativamente acentuada em relagdo as

outras concentragdes utilizadas.

Tabela 3.8: Efeito da tolbutamida sobre a captagio basal de MeAIB-"C.

uM (Controle)
100 oM 2,22 0,00
300 uM 3,29 0,08"
600 uM 1,951 0,07
2.5 mM 1,06%0,08° =

(Valores da Figura 3.8) (Média + EPM); *p 0,05 em relagdo ao grupo controle; **p 0,05
em relacdo aos grupos de 100, 300 e 600 pM.
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Figura 3.8: Efeito da tolbutamida na captacdo basal do transporte de MeAIB-"*C em testiculos de
ratos imaturos. Pré-incubagdo: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n= 11); Tolbutamida 100 uM
(n= 3), Tolbutamida 300 uM (n=5); Tolbutamida 600 uM (n= 4); Tolbutamida 2,5 mM (n= 4); *p<
0,05 em relagdo ao grupo controle, **p< 0,05 em relagdo ao grupo tratado com T;.

3.5.2. Efeito da Tolbutamida (300 uM) na Agio Estimulatéria do T3 (10”7 M) no Transporte
de Amino4cidos

A redugdo da permeabilidade celular ao potéssio através do bloqueio de canais de K
sensiveis ao ATP com tolbutamida (300 puM) diminuiu significativamente o efeito

estimulatério do T3 no transporte do aminoéacido MeAIB-"C.

Tabela 3.9: Efeito da tolbutamida na agdo estimulatéria do Ts na captagdo de MeAIB—"'C.

Concentragdo Captagdo de MeAIB-"*C (T/M)
0 M (Controle) 2,65+ 0,08
Tolbutamida 300 uM 2,29 +0,08*
T310"M 3,40 £ 0,15%
Tolbutamida + T3 2,50 £0,16**

(Valores da Figura 3.9) (Média + EPM); *p< 0,05 em relagio ao grupo controle; **p< 0,05
em relagio ao grupo tratado com 107M Tj.
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Figura 3.9: Efeito da tolbutamida (300 uM) na agdo estimulatoria do Ts (107 M) no transporte de
MeAIB-""C em testiculos de ratos imaturos. Pré-incuba¢do: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle
(n=11),; Tolbutamida 300 uM (n=5); T3 (n= 3); T5 + Tolbutamida (n= 4); *p< 0,05 em relagdo ao
grupo controle; **p< 0,05 em relagdo ao grupo tratado com Ts.

3.6. Influéncia de Canais de Cloreto (CI) no Transporte de MeAIB-'*C Basal e

Estimulado por T3

Para estudar a participagio do CI" no transporte do aminoacido MeAIB-'*C basal e
estimulado por Ts, verificamos a influéncia de canais de Cl” neste sistema de transporte. Para
este estudo utilizou-se o 4cido carboxilico 9-antraceno (9-AC), um bloqueador especifico de

canais de cloreto.

3.6.1. Efeito do Acido Carboxilico 9-Antraceno no Transporte Basal de Amino4cidos

A Figura 3.10 apresenta o efeito do acido carboxilico 9-antraceno (9-AC), em diferentes
concentragdes, na captagdo basal do aminoacido neutro MeAIB-'*C. Verificou-se que 25 uM
deste bloqueador ndo apresentou alteragdes significativas no transporte basal de aminoacidos,
em relagdo ao controle. No entanto, as concentragdes de 50 ¢ 100 pM aumentaram

significativamente o transporte do aminoédcido em relagdo ao controle.
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Tabela 3.10: Efeito do bloqueador de canal de cloreto 9-AC na captagdo basal de MeAIB—"*C.

Concentragdo do 9-AC Captacdo de MeAIB-""C (T/M)
0 uM (Controle) 2,44 £ 0,09
25 uM 2,56 £ 0,20 NS
50 uM 2,84 £0,13*
100 uM 2,98 £ 0,07*

(Valores da Figura 3.10) (Média + EPM); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; NS (ndo
significativo).
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O 9-AC 25 uM
4 - l 9-AC 50 uM
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Figura 3.10: Efeito do 9-AC na captagdo basal do transporte de MeAIB-"*C em testiculos de ratos
imaturos. Pré-incubagdo: 30 min, Incubagdo: 60 min. Controle (n=9); 9-AC 25 uM (n= 4); 9-AC
50 uM (n=7); 9-AC 100 uM (n=7); *p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; NS (ndo significativo).
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3.6.2. Efeito do Acido Carboxilico 9-Antraceno (100 pM) na Agdo Estimulatéria do T; no
Transporte de Aminoacido

O bloqueador de canais de cloreto 9-AC (100 M) ndo impediu o efeito estimulatério

do T no transporte do aminoacido MeAIB-*C em testiculos de ratos imaturos.

Tabela 3.11: Efeito do bloqueador de canais de cloreto 9-AC (100 uM) na agdo estimulatéria do T;
na captagdo de MeAIB-"'C.

Concentragdo Captacgdo de MeAIB-""C (T/M)
0 M (Controle) 2,44 £ 0,09
9-AC 100 uM 2,98 £ 0,07*

T:10" M 2,83+0,12*

9-AC + T3 3,03 £0,07*

(Valores da Figura 3.11) (Média + EPM); *p< 0,05 em relagio ao grupo controle.

4 - O Controle
O 9-AC
m Ts
* B 9AC+T,
3 T

HH

Captagéo de MeAIB- "*C
(Tecido/Meio)
N

Figura 3.11: Efeito do dcido carboxilico 9-antraceno (100 uM) no efeito estimulatorio do T; no
transporte de MeAIB-"*C em testiculos de ratos imaturos. Pré-incubacdo: 30 min, Incubagdo: 60 min.
Controle (n=9); 9-AC 100 uM (n=7); Ts (n=7); Ts + 9-AC (n= 4); *p< 0,05 em relagdo ao grupo
controle.
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4. DISCUSSAO

A agdo do horménio T a nivel nuclear, envolvendo modulag@o da expressao de genes e
sintese protéica, ¢ classica e, portanto, bem estabelecida. Entretanto, outras vias de transdugéo
de sinais caractérizadas por rapidas respostas também podem ser reguladas por este hormonio
e, por isso, tém recebido grande ateng@o. Intimeras evidéncias indicam que o hormdénio
tireoideo afeta diretamente diversas fungdes metabolicas através de a¢do em sitios na
membrana plasmatica. Estes efeitos sdo independentes da sintese protéica e estdo relacionados

com mudangas do fluxo celular de ions e substratos (Segal, 1989; Silva et al., 2002).

Em células de Sertoli o hormonio T3 apresenta a¢des rapidas na membrana plasmatica,
estimulando o transporte do aminoacido neutro MeAIB-"*C e promovendo alteragdes no
potencial de membrana destas células. O efeito estimulatério do T3 na captagdo de
aminoacido €é dependente da idade, mostrando-se efetivo em testiculos de ratos pré-puberes
com idade entre 6 e 13 dias (Silva et al., 2001). Esta evidéncia coincide com a expressao,
dependente da idade, de receptores funcionais de T3 em células de Sertoli de testiculos pré-
puberes (Palmero et ail., 1995). Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que o T3 produz uma
hiperpolarizagao imediata e transitoria em células de Sertoli. No entanto, a relag@o entre estes
eventos de membrana, transporte de aminoacidos e hiperpolarizagdo, regulados por T3, ndo €

clara e requer investigagdes adicionais.

Apoiados nestas evidéncias, Silva e colaboradores (2001) propdem que o efeito do T;
em sitios da membrana plasmaética poderia sinalizar vias que levam 4 ativacio de canais de K*
e/ou CI°, modulados por célcio, estimulando o co-transporte de Na'-aminoacido. A partir
desta proposta, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar alguns mecanismos que envolvem a
ac¢do do T na regulagdo do transporte do aminoacido modelo MeAIB-'*C em testiculos de

ratos imaturos.

Segundo Silva e colaboradores (2001), o horménio T estimula a captag@o in vitro de
aminoacidos em células de Sertoli em doses de 10 e 10”7 M. Concentragdes inferiores a estas

ndo foram estudadas no transporte de MeAIB-'*C por estes autores.
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De acordo com a Figura 3.1, nossos resultados demonstram que concentragdes
inferiores (10 M) deste horménio ndo apresentam ag#o estimulatéria neste evento rapido de
membrana. Semelhantemente, estudos anteriores realizados em outros tecidos, demonstraram
que o T3, em concentragdes de 107 M - 10° M produz um répido aumento no acimulo de
diversos aminoacidos neutros (Segal, 1989). De acordo com estas evidéncias foi escolhida a

dose 10”7 M do horménio Ts para a continuag@o deste trabalho.

O amino4cido modelo ndo metabolizavel MeAIB-'*C é captado através do sistema “A”
de transporte que é caracterizado por ser dependente de Na® e energia, e sensivel a alteragdes
do potencial de membrana, basicamente por depender de um equilibrio idnico (Lerner, 1985;
Bussolati et al., 1986). A regulagdo hormonal deste sistema de transporte ¢ descrita para
diversos horménios como FSH, retinol, isoproterenol (Cruz-Curte & Wassermann, 1985;
Wassermann et al., 1993; Wassermann et al., 1996) e para T3 (Silva et al., 2001). Estes

hormonios atuam ativando sinais na membrana que culminam na modulagdo do transporte.

Para verificar a possivel regulagdo, por um sistema dependente de célcio, no transporte
de aminoacidos estimulado por Tj, utilizou-se neste estudo agentes que interferem na
homeostasia deste ion. A importancia do célcio extracelular e do influxo deste ion através de
canais dependentes da voltagem, presentes na membrana plasmatica, foi avaliada pelo uso de
quelantes de calcio extracelular e de agentes que inibem os movimentos de Ca'" através de

canais na membrana plasmatica.

A avaliagdo do envolvimento de célcio extracelular no transporte de aminoacidos basal
e estimulado por T3 foi realizada pela adigio de EGTA, um eficiente quelante de Ca"™
extracelular. A captagdo basal do aminoacido MeAIB-"*C foi diminuida na presenga de
EGTA, sendo que ndo houve diferenca significativa entre as doses utilizadas. Na presenca de
T3, demonstrou-se que o EGTA anula completamente o efeito estimulatério deste horménio
sobre 0 actimulo de MeAIB-"*C em células de Sertoli. Este resultado evidencia a dependéncia
de célcio extracelular e o envolvimento de vias dependentes deste ion no sistema “A” de
transporte. Outros autores também demonstraram a importancia do célcio extracelular no

transporte de aminoacidos neutros em fatias de cortex renal (Goldstone et al., 1983).

O calcio ¢ um importante sinalizador intracelular, mediando respostas a estimulos
promovidos por horménios ou neurotransmissores. A transdugdo de sinais mediada pelo

céalcio requer, na maioria das vezes, um aumento da concentrag¢@o citoplasmatica deste ion.
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Este aumento pode ocorrer através do influxo de célcio extracelular através da membrana
plasmatica, via abertura de canais ou através da liberagdo de cilcio de reservatdrios

intracelulares, como o reticulo endoplasmatico (Clapham,1995).

Os canais de célcio dependentes da voltagem (CCDV) constituem uma das principais
vias de entrada deste ion na célula. A avaliagdo do envolvimento de CCDV no transporte
basal e estimulado por T; foi realizada com o uso de verapamil, um bloqueador especifico
destes canais. O verapamil promoveu uma redugdo significativa do transporte basal de
aminoacidos em células de Sertoli. Da mesmé forma, Wassermann e Loss (1989)
demonstraram que a captacdo basal de MeAIB-"*C nestas células foi diminuida pelo

acréscimo de verapamil.

Quando avaliada a influéncia de canais de célcio dependentes da voltagem no aciimulo
de MeAIB-'*C estimulado por T3, observou-se que o bloqueio especifico destes canais anulou
completamente o efeito estimulatério do Tj. Estes resultados esclarecem que a entrada de
calcio extracelular, neste evento, se da principalmente através destas classes de canais,
comprovando a total dependéncia destas vias. Esta ac¢@o estimulatéria no transporte de
MeAIB-'*C, dependente de clcio extracelular e de canais de célcio dependentes da voltagem
foi, também descrita para hormoénios como FSH e retinol (Wassermann, et al., 1989;
Wassermann, et al., 1992a; Wassermann, et al., 1993). Estes resultados indicam que o influxo
de calcio extracelular através de canais de calcio dependentes da voltagem, parece ser um
sinal regulatério para o transporte de aminoacidos estimulados por estes horménios, inclusive

para o horménio Ts.

Desde que nossos resultados apontam para o envolvimento de vias dependentes de
célcio no transporte de aminoacidos, estimulado por T3, estudamos, também o papel do calcio
proveniente de estoques intracelulares neste evento. Para melhor avaliagdo deste

envolvimento utilizamos o farmaco BAPTA-AM que atua depletando o célcio intracelular.

Nestes experimentos, primeiramente foram estudadas diversas concentragdes do
farmaco na captagio basal de MeAIB-'*C. Os resultados demonstraram que nenhuma das
concentragdes utilizadas promoveu alteragdes significativas no transporte basal.
Posteriormente, avaliou-se o envolvimento do célcio intracelular, na agdo estimulatéria do Ts
no acumulo de aminoacidos em células de Sertoli. O BAPTA ndo se mostrou efetivo em

diminuir ou bloquear os efeitos estimulatérios deste horménio no transporte de MeAIB-"*C.
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Estes resultados, em adigéo aos resultados obtidos com o EGTA e verapamil reforgam o
entendimento de que o calcio extracelular ¢ imprescindivel para a agdo rapida do T3 no
transporte de aminoacidos. Estas evidéncias apontam para o envolvimento de vias
dependentes de calcio extracelular e independentes dos estoques intracelulares deste ion no

transporte de MeAIB-"*C estimulado por Ts.

O célcio externo parece ser um mediador intracelular comum para algumas das agGes
imediatas promovidas por T3 e por alguns horménios esterdides. Como os mecanismos que
envolvem agdes gendmicas sdo geralmente lentos, ter o calcio como um mediador celular em
alguns eventos, possibilitaria uma via de agdo mais rapida para estes hormo6nios. Porém, ainda
pouco é conhecido sobre os mecanismos que envolvem a relagdo deste ion com o transporte

de aminoacidos e respostas celulares rapidas.

Edmondson & Lumeng (1980) sugerem que a regulagdo hormonal ndo-genémica do
sistema “A” de transporte de aminoacidos envolva uma hiperpolarizagdo na membrana
plasmatica ou outras alteragdes no potencial de membrana. Associado a isto, a descoberta de
que o horménio T; promove uma hiperpolarizagdo em células de Sertoli de ratos imaturos

levantou a hip6tese deste evento estar relacionado ao estimulo da captagdo de MeAIB-'"*C.

A hiperpolarizagdo da célula se caracteriza pelo surgimento de um potencial elétrico
mais negativo, gerado por alteragdes no fluxo idnico da célula através da abertura e/ou
fechamento de canais idnicos. A geragdo de um potencial mais negativo (hiperpolarizagdo),
freqiientemente estd associado a abertura de canais de K* e/ou fechamento de canais de CI°
(Sartor et al., 1990). Estes eventos podem ser ativados através da ac@o direta do horménio a
canais i0nicos, ou entdo, serem modulados por mensageiros intracelulares. Como
demonstrado para alguns hormoénios, alteragdes no potencial elétrico da célula podem

influenciar eventos de membrana.

Alteragdes eletrofisioldgicas na membrana de células de Sertoli foram promovidas por
diversas substincias como FSH, isoproterenol, retinol e T3. Estas alteragdes provavelmente
estdo relacionadas com a ativagdo de fendmenos de membrana, como a captagdo de
aminoacidos (Wassermann, et al., 1990; Wassermann, et al.,1992b; Loss, et al., 1998; Silva, et
al., 2001). Porém, cada hormdnio apresenta efeito especifico e peculiar sobre a membrana

plasmatica.
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Leite e colaboradores (1999), demonstraram que a testosterona induz uma imediata
despolarizagdo na membrana e estimula a captagdo de $Ca'? em células de Sertoli. Estes
eventos apontam para uma agdo rapida e de alta especificidade na membrana destas células,
sugerindo ac¢@o ndo-gendmica, provavelmente envolvendo canais de calcio dependentes da

voltagem e fechamento de canais de K™ sensiveis ao ATP (Miranda, 1999).

Em lactotréfos hipofisarios, Sartor e colaboradores (1990) observaram que o TRH (10~
M) induz uma transitéria hiperpolarizag@o. Este efeito foi associado a concomitante ativagdo

da condutancia de K" e CI” via liberagéo de calcio intracelular.

Em células de Sertoli, o T; produz uma hiperpolarizagdo imediata, evento que
demonstra, assim como a captagdo de aminoacidos, uma ag@o rapida deste horménio na
membrana destas células. Para investigar o envolvimento de canais de K* e de Cl” na captagio
de aminoacidos estimulada por T; em testiculos de ratos imaturos, estudamos o efeito de

bloqueadores de canais de K* e de CI neste transporte.

Para estudarmos o envolvimento de canais de K sensiveis ao ATP (Katp) no transporte
do aminoacido neutro estimulado por T3, utilizamos a tolbutamida, um bloqueador especifico
destes canais. Em relagdo ao transporte basal, a tolbutamida produziu uma redugdo de
aproximadamente 13% na captag@o e este efeito ndo foi dependente da dose, sendo que uma
redu¢do mais acentuada somente foi evidenciada em concentragdes muito mais elevadas.
Semelhantemente, Miranda (1999) demonstrou que o uso de um agonista de canais de Karp

estimulou o transporte basal de aminoacidos em células de Sertoli.

No estudo do efeito deste bloqueador de Karp na presenga de T3, nossos resultados
mostraram que a tolbutamida anulou completamente a ag@o estimulatéria do T3 no transporte
de aminoacidos em células de Sertoli. Estes resultados demonstram que a atividade destes
canais é imprescindivel para a agdio estimulatéria do T3 no transporte de MeAIB-"*C em

testiculos de ratos imaturos.

Neste mesmo tipo celular, Joffre e Roche (1988) observaram que o FSH promove uma
hiperpolarizagdo na membrana plasmatica de células de Sertoli de ratos imaturos e este efeito
foi relacionado & ativagdo de canais de K' sensiveis ao ATP. Além disto, o feito
hiperpolarizante foi modificado por alteragdes no célcio intra e extracelular (Joffre & Roche,
1988; Roche & Joffre, 1989).
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A atividade de canais de Cl" pode ser modulada por diversos fatores que incluem a
voltagem da membrana e o fon calcio. Canais de Cl” ativados por Ca" foram caracterizados
em células de Sertoli e estudos posteriores demonstraram que estes canais sdo ativados pelo
calcio intracelular (Lalevée & Joffre, 1999). No entanto, alguns canais de cloreto podem,
também, ser dependentes do célcio extracelular. Valverde e colaboradores (2002)
descreveram que a modulagdo de canais de cloreto dependentes da voltagem constitui um

exemplo de efeitos rapidos promovidos por estrogenos.

O éacido carboxilico 9-antraceno € um importante farmaco bloqueador de canais de CI".
Segundo Jentsch e colaboradores (2002) diversas drogas apresentam ag@o inibitéria sobre
diversos tipos de canais de CI". Desta forma torna-se dificil uma seletividade especifica sobre
determinada classe de canal e, assim, estabelecer qual tipo de canal de CI" esta sendo
efetivamente bloqueado pelo farmaco. Além disto, os autores descrevem que um mesmo

bloqueador pode antagonizar canais diferentes dependendo das concentragdes utilizadas.

Utilizando o bloqueador de canais de CI', 9-AC, observamos que a concentragdo de 100
uM deste farmaco nédo foi efetiva em bloquear o efeito estimulatério do T3 no transporte de
MeAIB-"*C em células de Sertoli.

Em contra partida, o0 9-AC mostrou estimular o transporte basal deste aminoacido em
concentragdes de 50 e 100 puM. Uma explicagdo mais efetiva para este evento requer
investigagdes adicionais, porém sugere-se que o bloqueio destes canais poderia induzir uma
despolarizagdio na membrana destas células, levando a abertura de CCDV e
conseqiientemente, a entrada de célcio na célula. Como demonstrado por outros autores
citados anteriormente, assim como por este trabalho, o influxo de calcio através de CCDV
parece ser um importante evento que precede a captagdo basal de aminoéacidos (Wassermann,

et al., 1990; Wassermann, et al., 1992a; Silva et al., 2002).

Estes resultados, juntamente com os resultados obtidos com o bloqueio de canais de K",
sugerem que a hiperpolarizagdo promovida pelo T3 em células de Sertoli poderia ser mediada
pela abertura de canais de K* presentes na membrana destas células. Esta abertura promoveria

a saida de K da célula tornando-a mais negativa (hiperpolarizada).

A regulag@o hormonal ndo-gendémica do transporte de aminoacidos esta freqiientemente

associada a alteragoes do potencial de membrana da célula e do fluxo i6nico na membrana.
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Segundo a revisdo de Lerner (1985), o gradiente idnico é um fator importante no movimento
energizado de aminodcidos através da membrana plasmatica. Desta forma, diversos ions
podem funcionar como co-substratos e estimular a captagdo de aminoécidos. Alteragdes
rapidas no fluxo idnico podem ser promovidas pela regulagio direta ou indireta da atividade
de canais idnicos presentes na membrana (Silva et al., 2002). Estas evidéncias, juntamente
com os resultados demonstrados por outros hormdnios sugerem que a hiperpolarizagio
promovida pelo T3 nas células de Sertoli possa estar envolvida no efeito estimulatorio deste
horménio na captagio de MeAIB-'"*C. Acredita-se que o T3 modularia direta ou indiretamente
canais de Katp presentes na membrana plasmatica destas células. Esta modulag¢do induziria a
hiperpolarizagdo (através da abertura de canais de Karp), que por sua vez, ativaria canais de
calcio dependentes da voltagem. Estes canais ja foram caracterizados em células de Sertoli
por Lalevée e Joffre (1999). O influxo de célcio extracelular por estes canais modularia,

~ . ~ . + . ro_ s
entdo, por vias ndo elucidadas, o co-transporte de Na -aminoacido.

1.T; liga-se a sitios da 4. Abertura de canais de
membrana plasmatica

2. Abertura de canais e Ca?* dependentes da
Katp voltagem

+4+++++
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3. Hiperpolarizagdo C a2+ aminoacidos
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Figura 4.1: Esquema da hipotese do mecanismo de ag¢do do horménio T; sobre a captagdo de

aminodcidos neutros em testiculos de ratos imaturos.



Porém estudos adicionais futuros, incluindo estudos eletrofisiolégicos utilizando estes
bloqueadores de canais, poderdo auxiliar na elucidagdo do mecanismo pelo qual o horménio
T; induz esta hiperpolarizagdo, e assim, poder-se-a4 avaliar e melhor entender a possivel

relagdo deste evento com a captagdo de aminoécidos.

Acredita-se que a sinalizagdo nfo-gendmica envolvendo rapidas respostas funcionaria
como um evento preparatério para a modulaggo génica. A integragdo de multiplos sistemas de
sinaliza¢do hormonal surge como um novo conceito de transdugéo de sinais, indicando uma
grande variedade e complexidade dos mecanismos de agdes hormonais (Silva et al., 2002).
Apesar dos extensivos trabalhos envolvendo agdes rapidas de esterdides em diversos tecidos €
sistemas, 0s mecanismos que envolvem estas agdes ainda s@o alvos de inimeras pesquisas e
questionamentos. A elucida¢dio dos mecanismos que envolvem esta complexidade de agdes
hormonais refletiria em inimeras implicagdes clinicas, como a descoberta de novos sitios de
intervengdo terapéutica € o desenvolvimento de agonistas e antagonitas mais efetivos e

especificos para estes hormoénios.
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1)

2)

3)

4)

3)

CONCLUSOES

Dos dados obtidos neste trabalho chegou-se as seguintes conclusdes:

A agio estimulatéria do horménio Ts no transporte do aminoacido neutro MeAIB-'4C
em testiculos de ratos imaturos foi diminuida na presénc;a de EGTA, indicando que esta

acdo do Ts é dependente de Ca"™ extracelular.

Na presenga de verapamil, a agio estimulatéria do T no transporte de MeAIB-"*C foi
significativamente afetada. Este resultado indica o envolvimento de canais de Ca™

dependentes da \}oltagem do tipo “L” neste efeito promovido pelo horménio.

O Ca™ citosélico e proveniente dos estoques intracelulares parece nio estar diretamente
envolvido na captagdo de MeAIB-"*C estimulado por T, visto que na presenga de
BAPTA , um quelante de [Ca™"];, nfo houve alteragio do efeito estimulatério do T3 no

transporte.

A ac¢do estimulatéria do T3 na captagdo de MeAIB-**C foi bloqueada na presenca de
tolbutamida sugerindo o envolvimento de canais de K* dependentes de ATP neste

fendmeno.

O bloqueio de canais de cloreto (Cl") ndo produziu alteragdes significativas no efeito
estimulatério do T3 no transporte de aminoacidos, indicando que estas classes de canais
provavelmente ndo estejam envolvidas no mecanismo de agdo do T3 na captagdo de

aminoacidos.

. . . . . . + ’ .
Assim, conclui-se de maneira geral, que o envolvimento de canais de K~ sensiveis ao

ATP e de vias dependentes de calcio sdo imprescindiveis para o efeito estimulatério do

hormoénio T; no transporte de aminoacidos neutros em testiculos de ratos imaturos.
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